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Resumo

Resumo

O VIH-2 foi identificado em 1986, como o segundo agente causador de SIDA, sendo
endémico na Africa Ocidental. No entanto, casos de infegdo por VIH-2 estdo também

presentes em paises europeus, como em Portugal onde a taxa de infecdo ¢ de 3,3%.

O objetivo deste trabalho foi analisar e descrever a evolucao da resisténcia transmitida e
adquirida aos antirretrovirais, utilizados no tratamento da infecao por VIH-2, entre 1996

€ 2019, em Portugal.

A populagdo analisada incluiu 2083 individuos infetados por VIH-2, dos quais 302 eram
individuos nao-tratados ¢ 228 eram tratados com antirretrovirais na altura da realizagao

do teste de resisténcia, ndo se conhecendo historia de tratamento para 1553 individuos.

Os individuos ndo-tratados eram maioritariamente mulheres (59,3%) com uma mediana
da idade a data do teste de resisténcia de 51 anos, enquanto que os individuos tratados
eram na sua maioria homens (53,1%) com uma mediana da idade de 49 anos a data do
teste de resisténcia. Em ambos os grupos, verificou-se que a maioria dos individuos era
originaria do continente africano, principalmente da Guiné-Bissau (23,5% nos ndo-
tratados e 23,2% nos tratados). No que respeita ao grupo de infecdo, observou-se que

todos os casos pertenciam ao grupo A do VIH-2.

Relativamente & TDR (Resisténcia Transmitida aos Antirretrovirais) verificou-se uma
prevaléncia global igual a 4,0% e a ADR (Resisténcia Adquirida aos Antirretrovirais)
apresentou uma prevaléncia global de 67,1%. Entre 2007 ¢ 2019 a TDR apresentou um
aumento ao longo do tempo (4,8% a 5,3%), o que se verificou-se também para os NRTI
(4,8% a 5,3%). A ADR aumentou também entre 2007 (64,7%) ¢ 2019 (83,3%), sobretudo
no caso dos NRTI (64,7% a 83,3%), mas também para os PI (35,3% a 50,0%).

Globalmente verificou-se que a TDR e a ADR aumentaram ao longo do tempo (2007-

2019).

Palavras-Chave: VIH-2; Resisténcia Adquirida aos Antirretrovirais; Resisténcia

Transmitida aos Antirretrovirais; Portugal
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Abstract

Abstract

The HIV-2 was identified as the second agent of AIDS, in 1986, and it is endemic to West
Africa. Cases of this infection are also present in European countries, such as Portugal

where the rate of infection is 3,3%.

The aim of this study was to analyze and describe the trends of transmitted and acquired

drug resistance to the antiretrovirals used in the treatment of the HIV-2 infection, between

1996 and 2019, in Portugal.

The population analyzed included 2083 individuals infected with HIV-2. Of these 302
were drug naive and 228 were treated with antiretrovirals at the time of the resistance test.

The history of treatment is unknown for 1553 individuals who integrate this population.

The drug naive individuals were in their majority women (59,3%) and had a median age
at the time of the resistance test of 51 years, while the treated individuals were mainly
man (53,1%) and had a median age of 49 years at the time of the resistance test. In both
groups we observed that most individuals were from Africa, mainly Guiné-Bissau (23,5%
in drug naive and 23,2% in treated individuals). In regard to the group of infection we

concluded that all cases corresponded to group A of HIV-2.

Regarding TDR (Transmitted Drug Resistance) we observed a global prevalence of 4,0%
and ADR (Acquired Drug Resistance) showed a global prevalence of 67,1%. Between
2007 and 2019, TDR showed an increase over time, as observed for the resistance to
NRTI. The ADR also increased between 2007 and 2019, as well as the resistance to NRTI
and to PL

Globally we determined that TDR and ADR increased over time (2007-2019).

Keywords: HIV-2, Acquired drug resistance, Transmitted drug resistance, Portugal.
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Capitulo I - Introdugdo

Capitulo I — Introducao

1. Virus da Imunodeficiéncia Humana
Em 1983, no Instituto Pasteur em Paris, foi isolado pela primeira vez o agente causador
da Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA), o Virus da Imunodeficiéncia
Humana tipo 1 (VIH-1). Luc Montagnier e a sua equipa conseguiram isolar este virus a
partir de tecido de uma bidpsia de noddulo linfatico, de um individuo do sexo masculino
de 33 anos, pertencente ao grupo dos homens que tém sexo com homens (HSH) e que
apresentava linfoadenopatias. Em 1984, no National Cancer Institute em Bethesda,
Robert Gallo e a sua equipa isolaram também este mesmo virus. A descoberta do VIH-1
foi disputada entre estas duas equipas durante anos, acabando por ser resolvida em
tribunal e atribuida a equipa francesa. Em 2008, esta equipa foi distinguida oficialmente
pela descoberta do VIH-1 com a atribui¢do do prémio nobel da medicina (Bagasra &

Pace, 2008; Gallo & Montagnier, 2003; Schmid, 2018).

O VIH-1 encontra-se dividido nos grupos M, N, O e P. O grupo M encontra-se subdivido
nos subtipos A a D, F a H, J e K, existindo ainda formas recombinantes designadas por
CRF (formas recombinantes circulantes) que atualmente representam mais de 20% de
todos os virus circulantes (German Advisory Committee Blood (Arbeitskreis Blut) &
Blood’, 2016). As formas CRFO1 _AE e CRF04 cpx sdo exemplos de formas
recombinantes circulantes e correspondem aos anteriores subtipos E e I do grupo M,
respetivamente (German Advisory Committee Blood (Arbeitskreis Blut) & Blood’,
2016). O VIH-1 (grupo M) ¢é o virus responsavel pela pandemia atual de casos de VIH
(Simon, Ho, & Karim, 2006). O epicentro desta pandemia situa-se na regiio da Africa
Subsariana que mantém elevadas taxas de infecao (Pereira & Costa, 2016; Simon et al.,
2006). Em Portugal, em 2018, foram diagnosticados 928 novos casos de infecao por VIH-
1 perfazendo um total acumulado desde 1983 de 57131 casos que representam 95,4% dos
casos de VIH (VIH-1 e VIH-2) (Direcao-Geral da Saude & Instituto Nacional de Saude
Doutor Ricardo Jorge, 2019).

No entanto, o0 VIH-1 ndo ¢ o unico agente causador de SIDA e isso veio a comprovar-se
em 1986 com a descoberta do Virus da Imunodeficiéncia Humana tipo 2 (VIH-2). Este
virus foi isolado, tal como o VIH-1, no Instituto Pasteur em Paris, a partir de amostras de

dois pacientes internados no Hospital de Egas Moniz (CHLO), em Lisboa. Estes dois

17



Evolugdo das mutagées associadas a resisténcia aos antirretrovirais na infe¢do por VIH-2 em Portugal

individuos eram provenientes da Guiné-Bissau e de Cabo Verde, duas ex-coldnias
portuguesas situadas na Africa Ocidental. Nesta altura, o VIH-2 veio a distinguir-se do ja
identificado VIH-1, apenas por diferencas genéticas e seroldgicas (Clavel et al., 1986;
Reeves & Doms, 2002). A semelhanca do VIH-1, também o VIH-2 é composto por
diversos grupos, tendo-se até hoje identificado nove. Estes grupos sao classificados de A
a I, sendo que a nivel clinico apenas se encontram reportados casos de infe¢do por VIH-
2 pertencentes aos grupos A e B (Gottlieb, Raugi, & Smith, 2018; Visseaux, Damond,
Matheron, Descamps, & Charpentier, 2016).

2. Taxonomia e Caracteristicas gerais
Os virus de imunodeficiéncia humana tipo 1 e 2 pertencem a ordem Ortervirales, familia

Retroviridae, subtamilia Orthoretrovirinae e género Lentivirus (ICTV, 2018).

Através de andlise filogenética sabe-se que o VIH-1 teve origem no Virus da
Imunodeficiéncia Simia dos chimpanzgs, subespécie Pan troglodytes troglodytes (VIS¢pz)
enquanto o VIH-2 teve origem no Virus da Imunodeficiéncia Simia (VISsmm) do macaco
verde africano (sooty mangabey monkeys) subespécie Cercocebus atys, como ilustra a

figura 1 (Gottlieb et al., 2018; Pereira & Costa, 2016; Visseaux et al., 2016).

VIH-1
Qn;l)l")
s/ Fow
5 G J
A HIV-1 O group
¢ SIV L'HOEST
SIVSUN
HIV-1 N group SIVMND

VIS - AGM

SIVvMMm

VIH-2

Figura 1 - Comparagao do perfil filogenético dos lentivirus simios com o do VIH-1 e do VIH-2, (Adaptado
de Reeves & Doms, 2002).
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3. Virus da Imunodeficiéncia Humana tipo 2

O VIH-2 foi identificado como o segundo agente causador de SIDA em 1986. Este virus
¢ endémico na Africa Ocidental, tendo-se mantido circunscrito a essa regido durante um
longo periodo de tempo. Estima-se que nesta regido o virus tenha ja infetado entre 1 a 2
milhdes de pessoas. Atualmente, o VIH-2 continua a ser muito prevalente na regido
endémica, mas casos de infe¢do estdo também presentes em paises europeus com ligagdes
a esta regido africana, como ¢ o caso de Portugal e Franga (figura 2) (Clavel et al., 1986;
Gottlieb et al., 2018; Hightower & Kallas, 2003; Nicolas et al., 2015; Visseaux et al.,
2016).

Prevaléncia de VIH-2 >1%
Prevaléncia de VIH-2 <1%
Auséncia de dados
Relagdes filogenéticas

| OOd

Figura 2 - Prevaléncia da infecdo por VIH-2 no mundo e relagdes filogenéticas identificadas, (Adaptado
de Faria, Esbjornsson, & Lemey, 2018).

Apesar do VIH-2 s06 ter sido isolado em 1986 existem varias indicagdes de que este virus
esteve presente na Africa Ocidental durante as décadas de 1960 ¢ 1970 (Faria et al., 2018).
Através da analise retrospetiva de soros preservados, foi possivel confirmar tal hipotese
e identificar que, na sua maioria, os casos correspondem a portugueses que viveram na
Guiné-Bissau. Isto permitiu concluir que os grupos predominantes, A e B, surgiram na
populacdo décadas antes da identificagdo do VIH-2. No que diz respeito ao grupo A ¢
possivel afirmar que existiu na Guiné-Bissau um pico de casos de infecdo entre 1950 e

1970, pico esse que entrou em declinio nos anos 80 (Faria et al., 2018).

Através de estudos filogenéticos observou-se uma maior relagdo entre os virus

identificados em paises da regido endémica e os seus antigos detentores coloniais. Assim,
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reporta-se maior relagdo entre os virus identificados em Portugal com os identificados na
Guiné-Bissau e Cabo Verde, e o VIH-2 identificado em Fran¢a com o identificado no
Senegal e na Costa do Marfim. A nivel europeu, Portugal ¢ o pais com maior taxa de
infecdo por este virus (3,3%) (Direcdo-Geral da Saude & Instituto Nacional de Saude
Doutor Ricardo Jorge, 2019; Faria et al., 2018). No continente americano os casos de
infecdo por VIH-2 sdo raros, apesar de haver evidéncia da sua presenca nos Estados
Unidos, Canada, Brasil e Colombia. Na Asia, apenas foram reportados casos na ndia,

Coreia do Sul e Japao (Faria et al., 2018).

3.1. Organizacao estrutural
O VIH-2 tem cerca de 100 nm de didmetro ¢ o seu genoma ¢ constituido por duas
moléculas de RNA de cadeia simples. O involucro € constituido por trimeros de proteinas
codificadas pelo gene env. Os trimeros da glicoproteina gpl05 estdo ancorados a
membrana através dos dominios transmembranares da glicoproteina gp36. O precursor
genético destas proteinas origina a glicoproteina percursora gp140 que € posteriormente
clivada nas mencionadas anteriormente. A capside apresenta forma conica e simétrica e
¢ composta pelas proteinas expressas pelo gene gag. As proteinas pl5 e p26, formam
respetivamente as suas membranas externa e interna, tendo como precursor a proteina
p55. A organizagdo estrutural ¢ evidenciada na figura 3 (German Advisory Committee

Blood (Arbeitskreis Blut) & Blood’, 2016; Nicolas et al., 2015).

Involucro

[ @

e

Glicoproteinas

Figura 3 - Organizacdo estrutural do VIH-2, (Adaptado de https://aidsinfo.nih.gov/understanding-hiv-
aids/fact-sheets/19/73/the-hiv-life-cycle).
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3.2. Organizac¢io gendOmica
O VIH-2 possui como genes estruturais, os genes gag, pol € env € como genes
reguladores, os genes vif, rev, tat, vpx, vpr € nef, tal como se observa na figura 4. O gene
pol codifica para as enzimas virais essenciais a replicacdo do virus, sendo estas a
Transcriptase reversa (RT), a Integrase (IN) e a Protease (PR). A nivel dos genes
reguladores, o gene tat codifica para a proteina ativadora da transcri¢cao dos genes virais,
o gene rev atua como regulador do splicing do RNA, o gene vif ¢ essencial a
infecciosidade do virus, o gene nef codifica para um fator de regulagdo negativa e o gene
vpr ¢ um componente das particulas viricas util na libertagdo das mesmas. A principal
diferenca a nivel genético entre o VIH-1 e VIH-2 ¢ a presenca do gene vpu no VIH-1,
enquanto que no VIH-2 encontramos o gene vpx (Fanales-Belasio, Raimondo, Suligoi, &

Butto, 2010; Nicolas et al., 2015).

VIH-2

5 LTR !I - i 3LTR

gag | vif vpr env

| pol tat & rev nef

VIH-1

5'LTR :

gag

Figura 4 - Genoma dos virus da imunodeficiéncia humana tipo 1 e tipo 2, (Adaptado de Makvandi-Nejad
& Rowland-Jones, 2015).

3.3. Transcriptase reversa
A transcriptase reversa do VIH-2 ¢ uma enzima heterodimérica, composta por uma
subunidade grande com 68kDa (p68) e outra pequena com 55kDa (p55), responsavel pela
conversdo do genoma de RNA de cadeia simples em DNA de cadeia dupla, que vai
posteriormente ser integrado no DNA da célula hospedeira. Esta possui duas atividades
cataliticas, atividade de DNA polimerase e atividade de RibonucleaseH (RNaseH), sendo
assim possivel, durante a replicacdo do virus, a produ¢do de DNA através do RNA viral
e posterior destruicao deste RNA (Deuzing et al., 2015; Post et al., 2003; Ren et al., 2002).

As duas subunidades sdo compostas por cinco subdominios designados por dedos, palma,
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polegar, conexao e terminacao C, sendo estes dois ultimos parte do dominio da RNaseH.
O dominio de polimerase encontra-se situado na subunidade p68 e neste os subdominios
dedos, palma e polegar formam o local ativo da polimerase composto por trés residuos

aspartico cataliticos (figura 5) (Ding et al., 1995).

A nivel de diferencas entre a RT do VIH-1 e VIH-2 sabe-se que a percentagem de dez
aminoacidos varia de uma para outra, sendo estes a alanina, glicina, fenilalanina, leucina
histidina, serina, triptofano, glutamato, prolina e glutamina (Behbahani, Mohabatkar, &
Nosrati, 2018). Os cinco dominios da subunidade p68 t€ém a mesma conformacao que os
da RT do VIH-1, mas observam-se diferencas substanciais na subunidade p55. A
subunidade p55 termina no residuo 431 o que sugere a auséncia de 5 residuos da

terminacao N na RT do VIH-2 quando comparada com a do VIH-1 (Ren et al., 2002).

Figura S - Estrutura da RT do VIH-2 comparada com a do VIH-1 (cinza), identificando a subunidade
grande (p68) e a subunidade pequena (p55). Identificacdo dos dominios da RT (verde — palma, azul — dedos,
vermelho — conexao, laranja — polegar e roxo — RNaseH), (Adaptado de Ren et al., 2002).

3.4. Protease
A protease viral tem como funcao a clivagem das proteinas codificadas pelo gene gag e
pol na sua forma funcional, processo critico para a subsequente replicacdo viral e

infecciosidade do VIH. Esta enzima homodimérica simétrica, ¢ constituida por duas

subunidades que por sua vez sdo compostas por 99 aminoécidos, cada uma com um

22



Capitulo I - Introdugdo

residuo aspartico que forma o local ativo da enzima. Cada mondémero ¢ composto por
duas camadas de folhas beta orientadas ortogonalmente que formam o centro hidrofébico
da enzima. As subunidades contém ainda um hairpin flexivel conhecido como uma “flap
region” que inclui os residuos 42 a 58 e que fecha apds ligacdo com o substrato. Os
residuos asparticos do local ativo estdo ligados por meio de pontes de hidrogénio, que
formam uma estrutura chamada “fireman’s grip” e os residuos 85 a 88 s3o responsaveis
por manter os residuos aspartico na sua conformacao propicia a clivagem de substratos.
As terminagdes amino e carboxil dos monomeros formam uma folha beta com quatro
cadeias essenciais a dimerizacao (Arts, Hazuda, Bushman, Nabel, & Swanstrom, 2012;

Raugi, Smith, & Gottlieb, 2016; Ribera, Tuset, Martin, & Del Cacho, 2011).

As diferengas entre as proteases virais do VIH-1 e do VIH-2 estabelecem-se a nivel da
sequéncia de aminodcidos dos locais de clivagem dos percursores virais € a sua
especificidade para os substratos peptidicos. Estas variagcdes a nivel da sequéncia na
regido da protease sdo responsaveis pelas diferencas de eficacia dos Inibidores da
Protease (PI) que foram desenhados e desenvolvidos para o VIH-1. O local de liga¢ao
dos inibidores da protease varia apenas pela substitui¢ao dos residuos hidrofobicos Val32,
Ile47, Leu76 e Val82 na protease do VIH-1 pelos residuos Ile32, Val47, Met76 e 11e82
na protease do VIH-2 (Arts et al., 2012; Raugi et al., 2016; Tie et al., 2012). A estrutura
da enzima e as diferencas a nivel da sequéncia de aminoacidos podem ser observadas na

figura 6.

A

A B g
10 20 30 40 50
VIH-1 PQITLWQRPL VTIKIGGQLK EALLDTGADD TWMLEEMNLPG RwKPKM&EGI

o EE ER kR Rk % | e e e

VIH-2 PQFSLWKRPY VTAYIEGQPYV EVLLDTGADD SI:VAGIELGN NYSPKIVGGT

& B A
60 70 B0 90 99
VIH-1 GGFIKVRQYD QILIEICGHK AIGTVLWGPT AVNIIGRNLL TQIGCTLNF

VIH-2 GGFINTKEYK NVEIEVLNKK VRATIMTGDT AINIFGRNIL TALGMSLNL

Figura 6 - (A) Comparagdo entre a sequéncia de aminoacidos das PR do VIH-1 e 2 e identificag@o dos
residuos dispares (amarelo); (B) Estrutura da PR do VIH-2, (Adaptado de Raugi et al., 2016).

23



Evolugdo das mutagées associadas a resisténcia aos antirretrovirais na infe¢do por VIH-2 em Portugal

3.5. Integrase

A integrase ¢ uma das trés enzimas mais importantes do VIH, sendo essencial a
integragdo, processo pelo qual o DNA viral recém-formado pela RT ¢ inserido ao acaso
no DNA da célula hospedeira. Esta possui duas atividades cataliticas, a clivagem
endonucleolitica na extremidade 3’-OH do genoma viral ¢ um mecanismo de trans-
esterificagdao. Codificada no final do gene pol, possui uma diferente extensdo consoante
o grupo do VIH-2. No grupo A o gene possui 293 coddes, mas no grupo B observa-se
que o gene contém 287 ou 301 coddes. Consiste num homotetramero composto por trés
dominios em cada mondémero. O dominio N-terminal contém os residuos 1 a 49 e um par
de motivos HHCC analogos a um ido zinco que atuam estabilizando a estrutura de hélice
alfa deste dominio. O dominio central ou catalitico inclui os residuos 50 a 212 e ¢
responsavel pela ligacdo das extremidades do DNA através dos residuos Q148, K156 e
K159. A triade catalitica forma um pocket onde se liga o catido divalente Mg?*. O dominio
C-terminal restrito aos residuos 213 a 288 ¢ o menos conservado dos trés entre os
retrovirus. E composto por folhas beta, liga-se de forma ndo especifica ao DNA viral e é
maioritariamente responsavel pela estabilidade do complexo enzima-DNA (Andrake &
Skalka, 2015; Bercoff et al., 2010; Delelis, Carayon, Saib, Deprez, & Mouscadet, 2008;
Roquebert et al., 2008). Calcula-se que a sensibilidade aos Inibidores de Transferéncia de
cadeia da Integrase (INSTI) se deve a conservacgdo da triade catalitica DDE (posi¢des 64,
116 e 152) e dos motivos HHCC (posigdes 12, 16, 40 e 43) e RKK (posicdes 231, 258 e
264) entre a IN do VIH-1 e VIH-2.

No VIH-2, a IN possui polimorfismos naturais, em cinco posi¢des no grupo A (72, 74,
153, 165, 201) e trés no grupo B (74, 153, 165) (Cavaco-Silva et al., 2014; Roquebert et

al., 2008). A estrutura da enzima ¢ evidenciada na figura 7.
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Figura 7 - Estrutura da IN do VIH-2 e identificacdo dos diferentes dominios (vermelho — dominio N-
terminal, azul — dominio central ou catalitico ¢ verde — dominio C-terminal), (Adaptado de Andrake &
Skalka, 2015).

3.6. Ciclo de replicacao

O ciclo de replicacdo do VIH ¢ composto por seis etapas e o alvo deste virus sdo células

que possuem o recetor CD4+, nomeadamente os linfocitos T, mondcitos, macrofagos e

células dendriticas (Maartens, Celum, & Lewin, 2014).

Ligacao e Fusio: consiste na ligacdo do virus, nomeadamente da glicoproteina
gpl120 para o VIH-1 e gpl05 para o VIH-2, que se encontra a superficie do
involucro viral, ao recetor CD4+ das células alvo. Esta ligagdo dé4 origem a uma
modificacdo conformacional na glicoproteina gp120/105, que posteriormente se
liga ao coreceptor de membrana, coreceptor da quimiocina 5 (CCRS) ou
coreceptor da quimiocina 4 (CXCR4). O VIH-2 tem ainda a capacidade, com base
em estudos in vitro, de se ligar a outros coreceptores das quimiocinas como o
CCR1, CCR2b, CCR3, CCRS8, BOB, BONZO, CXCR1, GPRI, APJ e US28,
(Marchant, Neil, & McKnight, 2006). Uma nova modificagdo conformacional
leva a que a glicoproteina virica gp41 para o VIH-1 e gp36 para o VIH-2, se funda
com a membrana da célula alvo (Azevedo-Pereira, 2018; Nicolas et al., 2015;

Nisole & Saib, 2004; Reeves & Doms, 2002).

Transcricdo Reversa: durante esta etapa ocorre translocacdo do virus para o
interior da célula. As particulas sofrem rearranjo perdendo a membrana que as
envolve e formando-se os chamados complexos de transcri¢do reversa € os

complexos de pré-integra¢do. Quando no citoplasma a RT viral ¢ ativada e inicia-
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-se a formacao de cadeias simples de DNA complementar, que sdo depois
sintetizadas em DNA de dupla cadeia pelo dominio de DNA polimerase da RT.
Em paralelo a sintese de DNA, o RNA viral ¢ destruido pela atividade do dominio
de RNaseH da RT (Azevedo-Pereira, 2018; Nicolas et al., 2015; Nisole & Saib,
2004; Post et al., 2003).

Integrac¢do: tem inicio quando o DNA recém-formado ¢ transportado para o
nucleo, através dos nucleoporos, e a IN viral insere o DNA no genoma da célula,
ao acaso. A IN cliva nucle6tidos de cada terminagdo 3’ do DNA de dupla hélice
e permite depois que este se ligue ao DNA da célula hospedeira. Esta fase de
integracao finaliza a infe¢do da célula e estabelece o estadio de infecao persistente
no individuo. Assim, o DNA integrado ¢ designado como provirus (Azevedo-

Pereira, 2018; Fanales-Belasio et al., 2010; Nisole & Saib, 2004).

Transcri¢ao: consiste na replicagdo de DNA proviral que tem inicio quando ha
ativagdo da célula infetada formando-se mRNA viral pela atividade da RNA
polimerase e varios fatores de transcricdo da célula hospedeira. Esta tem inicio
com a sintese de proteinas reguladoras do virus, como a Tat ¢ a Rev. A Tat vai
ligar-se ao Elemento de Resposta a Transativacdo (TAR) no inicio da cadeia de
RNA viral e estimula a transcri¢ao de transcritos de RNA de maiores dimensdes.
A proteina reguladora Rev facilita a formagdo dos transcritos de maiores
dimensodes e a expressao dos genes estruturais. De todo o mRNA formado, uma
parte vai dar origem ao RNA viral e outra vai ser traduzida formando as proteinas

virais (Azevedo-Pereira, 2018; Fanales-Belasio et al., 2010; Nisole & Saib, 2004).

Gemulagio: durante esta fase as proteinas precursoras do gene gag (p3J5), pol e
env (gpl160 no VIH-1 e gp140 para o VIH-2) reorganizam-se € em conjunto com
duas cadeias de RNA viral ddo origem a uma cépside viral primordial. Ocorre
migracao da particula até a membrana plasmatica da célula hospedeira num local
onde esta se encontra mais espessa ¢ da-se inicio a fase de gemulagdo, sendo que
parte dessa membrana ¢ removida formando o involucro viral recoberto pelas
glicoproteinas, gpl05 e gp36 para o VIH-2 e gpl120 e gp4l para o VIH-I.
(Azevedo-Pereira, 2018; Fanales-Belasio et al., 2010; Nicolas et al., 2015).

26



Capitulo I - Introdu¢do

e Maturacio Viral: pressupde a acao da PR viral que vai clivar as proteinas virais
imaturas ativando-as. Estas proteinas recém-formadas e o material genético viral
sofrem reorganizacao estrutural formando particulas maturas e infeciosas, os
virides. As proteinas codificadas pelos genes pol e gag formam o core da particula
de VIH, enquanto os produtos do gene env dao origem ao involucro do virus. A
proteina precursora do gene pol da origem as enzimas RT, PR e IN e a proteina
precursora do gene gag (p55) € clivada nas proteinas p26 e p15, no caso do VIH-
2, e nas proteinas p24 e p17 para o VIH-1, que constituem a capside viral. O gene
env, apds transcri¢do, origina a proteina percursora gp140 no caso do VIH-2 que
¢ clivada nas proteinas gpl05 e gp36 que constituem, respetivamente, a
glicoproteina externa e a glicoproteina transmembranar do involucro viral. No
caso do VIH-1 a proteina percursora gp160 ¢ clivada nas proteinas gp120 e gp41.
No fim deste ciclo as novas particulas sdo capazes de infetar outras células
(Azevedo-Pereira, 2018; Fanales-Belasio et al., 2010; Nicolas et al., 2015) (Figura
8).

Exocitose
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Figura 8 - Ciclo de Replicagdo do VIH e identificagdo dos alvos terapéuticos possiveis, (Adaptado de
Maartens et al., 2014).
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4. A situagio em Portugal
Segundo dados do Instituto Nacional de Saude (INSA) Doutor Ricardo Jorge, em 2018,
foram diagnosticados 29 novos casos de infecao por VIH-2. O maior nimero de casos
correspondia a mulheres (58,6%), individuos com 50 ou mais anos (69%) e nascidos em
paises da Africa Subsariana (65,5%), principalmente da Guiné Bissau (41,4%). Em 2018
encontravam-se notificados, no nosso pais, um total de 1989 casos de VIH-2
correspondendo a 3,3% das infegdes por VIH (VIH-1 e VIH-2). A mediana da idade a
data de diagndstico das infegdes por VIH-2 era de 43 anos e mais de metade dos infetados
(65,7%) residiam na zona de Lisboa. Quanto a naturalidade, cerca de 62,4% dos casos de
VIH-2 correspondiam a pessoas originarias de paises da Africa Subsariana,
maioritariamente da Guiné Bissau (70,8%). A via de transmissdo com maior expressao
era a sexual e dentro desta o contacto heterossexual (84,6%) (Direcao-Geral da Saude &

Instituto Nacional de Satide Doutor Ricardo Jorge, 2019).

5. Terapéutica antirretroviral
Dois anos apo6s o isolamento do VIH-1 (1983) comegaram a surgir tentativas de
desenvolvimento de antirretrovirais que permitissem o combate desta infe¢ao. Em 1985,
foi implementado o diagnostico da infecdo com recurso a detecao de anticorpos contra o
VIH-1, e logo tiveram inicio ensaios clinicos para o desenvolvimento dos Inibidores
Nucleoésidos/Nucleotidos da Transcriptase Reversa (NRTI), representando o primeiro
marco da terapéutica antirretroviral. O primeiro farmaco a ser aprovado foi a Zidovudina
(AZT) em 1987, tendo-se observado uma maior sobrevivéncia dos individuos infetados
as 24 semanas apds o inicio da terapéutica. No entanto, as 48 semanas o beneficio
observado era praticamente nulo. Num curto prazo de tempo foram desenvolvidos mais
trés farmacos pertencentes a esta classe, a Zalcitabina, a Didanosina e a Estavudina. O
segundo marco da terapéutica antirretroviral consistiu no tratamento combinado com
mais do que um farmaco. Observou-se maior eficacia destes esquemas, ndo sendo, no
entanto, ainda uma opcdo viavel devido a elevada toxicidade que estes regimes

terapéuticos apresentavam (Vella, Schwartldnder, Sow, Eholie, & Murphy, 2012).

A terapéutica antirretroviral sofreu uma revolucdo em meados dos anos 90, com o
desenvolvimento dos Inibidores da Protease (PI). Em 1995, o Saquinavir foi o primeiro

PI a ser aprovado. De igual forma, surgiram os Inibidores Nao Nucledsidos da
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Transcriptase Reversa (NNRTI), cujo primeiro fArmaco a ser aprovado foi a Nevirapina,
em 1996. Com a introdugdo destas novas classes surgiu, em 1996, o conceito de
terapéutica antirretroviral de alta poténcia (HAART), que incluia 3 farmacos. Chegou a
combinar-se quatro farmacos, mas concluiu-se que levava apenas ao aumento da
toxicidade e ndo da eficacia terapéutica (Vella et al., 2012). A terapéutica atual ¢
designada por terapéutica antirretroviral combinada (TARc) e baseia-se no mesmo
principio de combinagdo de farmacos para obtencao de um esquema eficaz diferenciando-
se pela introdugdo de co-formulagdes que permitem a toma de um tinico comprimido por
dia, que contém trés principios ativos. A justifica¢do para a sua implementagao foi a maior
eficacia alcancada no combate ao virus resultante da maior facilidade na manutencao da
adesdo a terapéutica (Arts et al., 2012). Em 2006, com a aprovagdo do primeiro regime
de comprimido Unico, composto por Tenofovir/Emtricitabina/Efavirenz, da-se a
introducdo desta noc¢do na terapéutica da infecdo por VIH-1 (Astuti & Maggiolo, 2014;
Cutrell & Bedimo, 2016). A introdug¢do do regime de comprimido Unico permitiu a
administracao diaria de apenas um comprimido. Por conveniéncia para o doente este
regime ¢ preferivel sempre que a sua utilizagdo demonstre igual eficacia e tolerabilidade,
quando comparado com esquemas com as formulacdes individuais (Astuti & Maggiolo,

2014).

Os regimes atuais consistem em combinacdes de trés farmacos pertencentes a duas ou
mais classes de antirretrovirais e estdo a ter inicio novas estratégias apenas com dois
farmacos pertencentes a classes diferentes. A TARc quando efetiva permite o controlo da
replicagdo viral e contribui para o aumento do titulo das células CD4+ prolongando a fase
assintomatica, diminuindo a taxa de progressao e diminuindo o risco de transmissdo da
infecdo por VIH. Desde o inicio da sua utiliza¢do clinica, a terapéutica antirretroviral tem
contribuido para uma diminuicao significativa da mortalidade e da morbilidade associada

a infe¢do por VIH (Bhatti, Usman, & Kandi, 2016; Fernandez-Ortega et al., 2016).

5.1. Classes terapéuticas de antirretrovirais
Atualmente, existem seis classes de antirretrovirais, os Inibidores Nao Nucleodsidos da
Transcriptase Reversa (NNRTI), os Inibidores Nucledsidos/Nucledtidos da Transcriptase
Reversa (NRTI), os Inibidores da Protease (PI), os Inibidores de Transferéncia de Cadeia
da Integrase (INSTI), o Inibidor da Fusao (IF) e o Inibidor da Entrada (IE) (De Clercq,
2009).
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5.1.1. Inibidores Nao Nucledsidos da Transcriptase Reversa (NNRTI)
Os NNRTI ao contrario dos NRTI sdo inibidores nao competitivos, uma vez que o seu
local de ligagao se encontra afastado do dominio de DNA polimerase da RT e deste modo
ndo interferem diretamente na sintese de DNA. Sdo fairmacos que interagem com o local
alostérico da RT situado nao muito longe do local ativo, localizado no dominio da palma,
e inibem a acdo da RT através da ligagao e formagao de um bolso hidrofobico. A formagao
deste bolso hidrofobico ¢ caracterizada pela alteracao conformacional das cadeias laterais
dos aminodacidos chave, tirosina nas posi¢goes 181 e 188 no VIH-1 (Ren & Stammers,
2008). A esta classe pertencem a Nevirapina, a Delavirdina, o Efavirenz, a Etravirina, a

Rilpivirina e a Doravirina (Arts et al., 2012; De Clercq, 2009; Zhang, 2018).

Os NNRTI nao estdo recomendados para o tratamento da infe¢do por VIH-2, uma vez
que o VIH-2 lhes tem resisténcia natural. A resisténcia intrinseca aos NNRTI deve-se as
diferengas na sequéncia de aminodcidos em redor dos dois pontos de ligagdo destes
farmacos a enzima. Estudos apontam que esta resisténcia se deve apenas a alteragao do
aminoacido leucina-188 nestes locais. No entanto, estudos apontam para o facto de que
estes farmacos tém atividade sobre o VIH-2, sendo no entanto necessarias doses mais
elevadas que aquelas utilizadas na infecao por VIH-1 o que aumenta a probabilidade de

efeitos adversos e toxicidade, ndao sendo por isto recomendada a sua utilizacao (Hightower

& Kallas, 2003; Ren & Stammers, 2008).

5.1.2. Inibidores Nucledsidos/Nucleotidos da Transcriptase Reversa (NRTI)

Os NRTI sdo pro-farmacos e foram a primeira classe a surgir, com a aprovacao pela FDA
da Zidovudina (AZT), em 1987. Estes farmacos interagem com o local ativo da RT, onde
se liga o substrato da mesma, sendo para isso necessaria a sua fosforilagdo de modo a
obter as formas difostato e trifosfato ativas. Esta classe € composta pela Zidovudina
(AZT), Didanosina (DDN), Zalcitabina (ZCT), Estavudina (STV), Lamivudina (3TC),
Abacavir (ABC), Emtricitabina (FTC), Tenofovir (TDF) e Tenofovir alafenamida (TAF)
(figura 9) (Arts et al., 2012; De Clercq, 2009; Zhang, 2018).
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Figura 9 - Estrutura quimica dos NRTT aprovados e utilizados no tratamento da infecao por VIH-1 e VIH-
2, (Disponivel em Grande et al., 2019).

Apos incorporagdo pelas células, estes farmacos vao ser fosforilados e originam
didesoxinucledsidos trifosfato (ddNTP), que atuam como alternativa ao substrato natural
desoxinucleotido trifosfato (dANTP). Como analogos competitivos estes vao ser
incorporados na cadeia de DNA em sintese e vdo atuar como terminadores de cadeia
devido a auséncia do grupo 3’-~OH do metabolito ativo (Arts et al., 2012; De Clercq,
2009; Holec, Mandal, Prathipati, & Destache, 2017; Ibe & Sugiura, 2011; Zhang, 2018).

A AZT ¢ um anélogo da timidina, que apds metabolizacdo da origem a didesoxitimidina

trifostato e compete com o substrato natural desoxitimidina trifostato (dTTP) (figura 10)

(Holec et al., 2017).
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deoxythymidine
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Figura 10 - Via metabolica para ativagdo da AZT (Nas caixas retangulares identifica-se o farmaco ¢ seus
metabolitos; Por cima das setas estdo representadas as enzimas envolvidas na metabolizagdo; No baldao, em
forma de estrela irregular, encontra-se o farmaco trifosfatado; No baldo oval esta representado o substrato
natural com o qual o firmaco compete), (Disponivel em Holec et al., 2017).

A AZT diferencia-se da timidina pela presenc¢a de um grupo azida (N3) no lugar do grupo
hidroxilo (OH) na posi¢do 3’ no anel de ribose. Assim, uma vez incorporada na cadeia de
DNA o grupo N3 ndo permite a ligacao fosfodiéster nas terminagdes 5° para 3’, requerida

para o prolongamento da cadeia (Mcleod & Hammer, 1992).

A 3TC e a FTC s3o andlogos da citosina, que apds metabolizacdo dao origem a
didesoxicitosina trifosfato, que compete com o substrato natural desoxicitosina trifosfato

(dCTP) (figura 11) (Holec et al., 2017).

Cytidine
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Figura 11 - Via metabdlica para ativagdo da 3TC e FTC (Nas caixas retangulares identifica-se o farmaco
e seus metabolitos; Por cima das setas estdo representadas as enzimas envolvidas na metabolizag¢do; No
baldo, em forma de estrela irregular, encontra-se o farmaco trifosfatado; No baldo oval esta representado o
substrato natural com o qual o farmaco compete), (Disponivel em Holec et al., 2017).

A 3TC foi aprovada em 1995 pela FDA e em 1996 pela EMA (EMA, 2007; Holec et al.,
2017) e € um enantiomero negativo da 2’-desoxi-3’-tiocitosina. A 3TC consiste numa
mistura racémica dos enantidmeros BCH 189 e GR103365X e est4d recomendada para o
tratamento da infecdo por VIH-1, VIH-2 e pelo Virus da Hepatite B (VHB) (Audsley,
Giles, & Lewin, 2017).

A FTC foi aprovada pela FDA e pela EMA em 2003 (EMA, 2017a; Holec et al., 2017).
E um derivado fluorado da 3TC, sendo tal como esta utilizada no tratamento da infecdo
por VIH-1, VIH-2 e VHB. Em compara¢do com a 3TC, a FTC apresenta maior tempo de
semivida e maior biodisponibilidade oral (Masho, Wang, & Nixon, 2007).
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O TDF e o TAF sao éster pro-farmacos analogos da adenina cuja forma ativa compete

com o substrato natural desoxiadenina trifosfato (dATP) (figura 12) (Holec et al., 2017).

Creatine Kinase
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Figura 12 - Via metabolica para ativagdo do TDF e TAF (Nas caixas retangulares identifica-se o farmaco
e seus metabolitos; Por cima das setas estdo representadas as enzimas envolvidas na metabolizagao; No
baldo, em forma de estrela irregular, encontra-se o farmaco trifosfatado; No baldo oval esta representado
o substrato natural com o qual o farmaco compete; Na caixa retangular tracejada, representa-se um
metabolito produzido por outra via de metabolizagdo), (Disponivel em Holec et al., 2017).
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O TDF contém dois grupos bis-isopropiloximetilcarbonato e foi aprovado em 2001 pela
FDA e em 2002 pela EMA (EMA, 2018b; Holec et al., 2017). Ao contrario dos restantes
farmacos desta classe e tal como o TAF, este ¢ considerado um anélogo dos nucledtidos
uma vez que contém um grupo fosfato necessitando apenas de duas fosforilagdes para ser
convertido no seu metabolito ativo trifosfatado (Ibe & Sugiura, 2011). Este fArmaco
possui ndo s6 indicagdo para o tratamento da infe¢do por VIH-1 e VIH-2, mas também

para a infe¢do pelo VHB (EMA, 2018b; Ribera et al., 2011).

O TAF foi aprovado em 2015 pela FDA e 2017 pela EMA (EMA, 2017e; Holec et al.,
2017). Assim como o TDF este farmaco pode ser utilizado como terapéutica para a
infecdo por VIH-1, VIH-2 e VHB. O TAF ¢ um pro-farmaco do TDF e apresenta como
vantagens, uma maior distribui¢do no tecido linfatico (Grande et al., 2019), o facto da
administracdo deste firmaco permitir alcancar concentragdes intracelulares 6.5 vezes
superiores aquelas obtidas com TDF (Hill, Hughes, Gotham, & Pozniak, 2018) e obter
concentragdes plasmaticas de tenofovir mais reduzidas, cerca de 86 a 91% menores, o
que permite a administracao de doses de TAF inferiores as necessarias no caso do TDF e

consequentemente a reducao de efeitos adversos como a probabilidade de nefrotoxicidade

e perda de densidade d6ssea (Gibson, Shah, Nambiar, & Schafer, 2016; Hill et al., 2018).

O ABC ¢ metabolizado a didesoxiguanina sendo um analogo que compete com a
desoxiguanina trifosfato (dGTP), substrato natural da RT (figura 13), foi aprovado em
1998 pela FDA e 1999 pela EMA sendo um dos firmacos mais antigos desta classe em
utilizacdo para o tratamento da infe¢do por VIH (EMA, 2017f; Holec et al., 2017).
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Figura 13 - Via metabdlica para ativagdo do ABC (Nas caixas retangulares identifica-se o firmaco e seus
metabolitos; Por cima das setas estdo representadas as enzimas envolvidas na metaboliza¢do; No baldo, em
forma de estrela irregular, encontra-se o farmaco trifosfatado; No baldo oval esta representado o substrato
natural com o qual o farmaco compete; Na caixa retangular tracejada, representam-se metabolitos
produzidos por outra via de metabolizacao), (Disponivel em Holec et al., 2017).

Antes de iniciar terapéutica com ABC o individuo infetado deve realizar um exame para
pesquisa do alelo do antigénio leucocitario humano do subtipo B5701 (HLA-B5701), pois
para os individuos que o possuam, o ABC ndo deve ser incluido no seu esquema
terapéutico (EMA, 2017f), uma vez que a sua utilizacdo estd associada a uma reacgao de
hipersensibilidade. No passado, 5 a 8% dos doentes tratados com este farmaco tiveram a
necessidade de descontinuar o ABC por suspeita desta reacdo ap6s 4 a 6 semanas do inicio
do tratamento (Rodriguez-Novoa et al., 2007). Andlises retrospetivas demonstraram que
individuos com este alelo tém risco elevado de hipersensibilidade (aproximadamente
70%) ao ABC, enquanto que individuos que ndo o apresentam tém baixo risco (<1%)
(Kassi & Kasi, 2005). A frequéncia deste alelo varia de acordo com a etnia, sendo mais
frequente em caucasianos (5-8%) e hispanicos (4-7%) e menos frequentes em asiaticos
(<1%). A frequéncia deste alelo ¢ rara em individuos originarios da Africa Subsariana

(Rodriguez-Novoa et al., 2007).

As formulagdes com NRTI disponiveis em Portugal encontram-se identificadas no anexo

II.

5.1.3. Inibidores da Protease (PI)
Existem atualmente dez PI aprovados, tendo estes sido inicialmente incluidos nos
esquemas terapéuticos contra o VIH-1 e VIH-2 em 1995/1996 quando a primeira geragao
foi aprovada. Nos anos 2000, chegam entdo ao mercado os PI de segunda geragdo. A
primeira geragao de PI ¢ composta pelo Amprenavir (APV), Saquinavir (SQV), Indinavir
(IDV), Ritonavir (RTV), Nelfinavir (NFV) e o Fosamprenavir (FPV). Da segunda
geracdo fazem parte o Lopinavir (LPV), Darunavir (DRV), Tipranavir (TPV) e o
Atazanavir (ATV) (figura 14) (Arts et al., 2012; Mallolas, 2017; Wang, Lv, & Chu, 2015).
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Figura 14 - Estrutura quimica dos PI aprovados, incluindo os utilizados na infe¢do por VIH-1, (Adaptado

de De Clercq, 2009).

Os PI foram desenvolvidos de forma a mimetizar o substrato natural da protease. O

mecanismo de a¢do destes farmacos consiste na interagcdo do grupo hidroxilo do local

ativo da enzima e o grupo carboxilico do inibidor (Wang et al., 2015).

Os unicos farmacos desta classe clinicamente ativos para o VIH-2 em concentragdes

seguras s3o o LPV, SQV e DRV (Raugi et al., 2016).
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O SQV foi o primeiro destes PI a ser aprovado em 1995 pela FDA e em 1996 pela EMA
(EMA, 2018a; Wang et al., 2015). O percursor deste farmaco inclui uma prolina no local
P1’ e uma fenilalanina em P1. O principio desta estratégia tem por base o facto de as
proteases virais serem capazes de clivar os substratos entre uma fenilalanina e uma prolina
enquanto as proteases de mamiferos ndo sao capazes de clivar substratos que contenham
uma prolina na posicao P1’. No entanto, na estrutura final a prolina foi substituida por um
grupo z(S, S,S)-decahidroisoquinolina-3-carbonil (DIQ) para aumentar a poténcia
inibitoria do farmaco. O carbonil do grupo DIQ ¢ responsavel pela ligacao deste PI a

protease (Wang et al., 2015).

Em 2000 pela FDA e 2001 pela EMA foi aprovado o LPV/r, uma combinagao de LPV e
RTV num tnico comprimido (EMA, 2017c; Wang et al., 2015). O centro ativo do
farmaco ¢ composto por um isémero dipéptico hidroxietileno, tal como no RTV. O local
P2 contém um grupo fenoxiacetil e um grupo 2-isopropiltiazol no local P2’. Em geral
estes grupos sao mais pequenos que os existentes no RTV, o que permite diminuir o
contacto com os residuos altamente variaveis na posi¢ao 82. Esta alteragdo permitiu ainda

o aumento da poténcia inibitdria desta co-formulacdo (Wang et al., 2015).

O DRV foi o ultimo PI a ser aprovado, datando de 2006 pela FDA e 2007 pela EMA
(EMA, 2014; Wang et al., 2015). A estrutura deste fArmaco ¢ muito semelhante a do APV.
A diferenga encontra-se a nivel do local P2, onde o grupo tetrahidrofurano foi substituido
pelo grupo bis-tetrahidrofurano. Esta mudanga permite que o DRV possua mais ligagdes
por pontes de hidrogénio, através das quais este farmaco se liga a enzima, aumentando
assim o seu tempo de ligacdo quando comparado com os outros PI. Consequentemente
esta alterac@o estd na base da maior barreira genética que este firmaco apresenta, ou seja,
a menor tendéncia para o desenvolvimento de resisténcias aos antirretrovirais quando

comparado com outros PI. (Wang et al., 2015).

Em Portugal existem diversas formulagdes destes farmacos, como pode ser observado no

anexo I1I1.

5.1.4. Inibidores de Transferéncia de Cadeia da Integrase (INSTI)
A Classe dos INSTI ¢ a mais recente e ¢ composta por quatro farmacos, o Raltegravir
(RAL), o Elvitegravir (EVG), o Dolutegravir (DTG) e mais recentemente o Bictegravir
(BIC), aprovado em 2018 na co-formulagdo Biktarvy® (BIC/FTC/TAF) (EMA, 2018).
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Todos apresentam como alvo a transferéncia da cadeia, que corresponde ao segundo passo
mediado pela IN. Estes inibidores possuem como mecanismo de acdo a ligagdo a um
complexo especifico formado pela integrase, pelo DNA viral, pela interacdo com os dois
10es magnésio utilizados como cofatores no local ativo da enzima e ainda com o DNA da
célula hospedeira (Arts et al., 2012; De Clercq, 2009; Zhang, 2018). Estes farmacos
possuem alta poténcia com rapida redu¢do do nimero de copias virais, boa tolerancia,
perfil de seguranga favoravel e poucas interagdes farmaco-foirmaco significativas
(Blanco, Whitlock, Milinkovic, & Moyle, 2015). A estrutura destes farmacos, assim
como as regides responsaveis pela interacdo com a IN podem ser observadas na figura

15.
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Figura 15 - (A) Estrutura quimica do RAL, EVG e DTG e identificacdo das regides catalitica e hidrofobica
destes farmacos, responsaveis pela interacdo com o local ativo da enzima, (Adaptado de (Llibre et al.,
2015)). (B) Estrutura quimica do BIC, (Adaptado de Markham, 2018).

Atualmente todos os INSTI sdo utilizados na infe¢ao por VIH-2, uma vez que todos se

mostraram ativos para este virus.

O RAL foi aprovado pela FDA e pela EMA em 2007 (Blanco et al., 2015; EMA, 2017b)
e atua deslocando a cadeia de DNA do local ativo da enzima (Métifiot, Marchand,
Maddali, & Pommier, 2010). Consiste num analogo do 4acido dicetdnico e contém um
grupo [-hidroxi cetona e um grupo halobenzil. O primeiro grupo mencionado €
responsavel pela quelacao do catido metélico divalente do dominio catalitico da enzima
enquanto o segundo assume a posi¢do do anel de purina do residuo 3’desoxiadenilato

(Engelman, 2019; Mbisa, Martin, & Cane, 2011).

O EVG aprovado pela FDA em 2012 e pela EMA em 2013, existe atualmente apenas nas
co-formulagdes (Stribild® (Elvitegravir + Cobicistato + Emtricitabina + Tenofovir) e
Genvoya® (Elvitegravir + Cobicistato + Emtricitabina + Tenofovir alafenamida)) (EMA,

2013; Zhang, 2018). E um farmaco estruturalmente semelhante aos antibidticos da classe
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das quinolonas e tal como o RAL contém o grupo B-hidroxicetona e grupo halobenzil
atuando da mesma forma. A semelhanga dos PI necessita de um potenciador, neste caso

o cobicistato (Mbisa et al., 2011; Park, Mohamed, Kalabalik, & Sharma, 2015).

O DTG foi aprovado pela FDA em 2013 e pela EMA em 2014 (EMA, 2017d; Zhang,
2018). Pertence a segunda geracao dos farmacos desta classe e possui alteragdes a nivel
da estrutura como o aumento do tamanho do espacador entre os grupos halobenzil e o
grupo quelante do metal catiénico e o aumento do nimero de anéis centrais, o que permite

uma maior ocupacao do local ativo da enzima (Engelman, 2019).

Observam-se no anexo 1V, as formulagdes disponiveis em Portugal contendo INSTI.

5.1.5. Inibidor da Fusao (IF)

Existe apenas um IF, a Enfuvirtida (T20), que consiste num polipéptido com 36
aminoacidos que se liga ao dominio HR1 da glicoproteina 41 do VIH-1 responsavel pela
fusdo da membrana celular com o involucro viral. Alteragcdes neste dominio,
nomeadamente nos aminoacidos 35 a 46 t€ém demonstrado diminuicao da suscetibilidade
do virus a este farmaco. Apesar da Enfuvirtida ser ativa para o VIH-1, sabe-se que para o
VIH-2 a sua atividade se encontra diminuida devido a elevada variabilidade genética no
dominio HR1 e a alteragdo de dois aminodcidos nas posi¢des 42 e 43, alterando a
sequéncia de GIVQQQNNLL no VIH-1 para GIVQQQQQLL no VIH-2 (De Clercq,
2009; Poveda, Rodes, Toro, & Soriano, 2004).

5.1.6. Inibidor da Entrada (IE)
Tal como na classe anterior, também para esta existe apenas um farmaco, o Maraviroc,
aprovado em 2007 pela FDA. Este fdrmaco ¢ um antagonista do coreceptor CCRS5
impedindo a ligacdo da gp120/gp105 ao mesmo e assim a entrada do VIH-1 e VIH-2 na
célula hospedeira (De Clercq, 2009).

6. Terapéutica para a infecao por VIH-2
Nao existe ainda uma cura para a infe¢cdo por VIH, mas a TARc tem contribuido
significativamente para a diminui¢do da morbilidade e da mortalidade dos individuos

infetados. A terapéutica antirretroviral tem como fator condicionante a sua eficacia a
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adesdo por parte dos individuos infetados, condicionada pelo facto dos farmacos
envolvidos possuirem risco consideravel de efeitos adversos e ter de ser efetuada

diariamente ao longo da vida destes individuos.

No caso de infecdo por VIH-2 ndo se aplica o principio do tratamento para todos, ou seja,
de que todos os individuos infetados devem ser tratados independentemente da sua
contagem de células CD4+ no momento do diagndstico, como acontece na infecao por
VIH-1. Assim, s6 esta recomendado iniciar tratamento nos individuos infetados por VIH-
2 se estes se encontrarem em periodo sintomatico, se a sua carga viral for superior a 100
copias/ml em duas determinagdes consecutivas, separadas por um minimo de 4 semanas
ou em individuos cuja contagem de células CD4+ seja inferior a 350 células/mm?

(Guerreiro et al., 2016).

As opgoes terapéuticas sdo mais restritas para a infegdo por VIH-2 do que para a infe¢ao
por VIH-1, uma vez que todos os farmacos sdo desenhados e¢ desenvolvidos com o
objetivo de controlar a infecdo por VIH-1, que ¢ o responsavel pela pandemia atual

(Peeters, Jung, & Ayouba, 2013; Simon et al., 20006).

As tltimas recomendagdes portuguesas (Guerreiro et al., 2016) indicam para regime de
primeira linha um Inibidor da Protease potenciado com Ritonavir (PI/r) ou um INSTI em
combinagdo com dois NRTI, encontrando-se assim de acordo com as recomendagdes
internacionais (European AIDS Clinical Society, 2019). No entanto, as ultimas
recomendagdes portuguesas, datam de 2016, pelo que ndo contemplam todos os farmacos
disponiveis ao dia de hoje. Os NRTI recomendados para o tratamento da infe¢do por VIH-
2, segundo as orientagdes nacionais sao: ABC, 3TC, FTC, TDF (Guerreiro et al., 2016).
O TAF e a AZT podem ser também utilizados para o tratamento apesar de nao fazerem
parte das recomendagdes portuguesas atuais, uma vez que o TAF foi aprovado apenas em
2017 pela EMA o que ¢ posterior a publicagdo das recomendagdes (EMA, 2017¢) e a
Zidovudina estd em desuso devido a elevada toxicidade a que estd associada,
nomeadamente anemia e neutropénia. No entanto, em determinadas situa¢des ha
necessidade de ser utilizado em terapéuticas de resgate (Mcleod & Hammer, 1992).
Estando assim recomendadas nos NRTI as combinagdes Tenofovir (TDF)/Emtricitabina
(FTC) e Abacavir (ABC)/Lamivudina (3TC). Nos PI incluem-se o LPV, SQV e DRV,
unicos farmacos desta classe que se mostraram clinicamente ativos para a infecdo por
VIH-2 (Raugi et al., 2016). No caso dos INSTI estdao indicados o Raltegravir (RAL),
Dolutegravir (DTG) e o Elvitegravir potenciado com cobicistato (ELV/c).
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7. Classificacao das mutacoes associadas a resisténcia
Existem dois tipos de mutacdes associadas a resisténcia aos antirretrovirais, as mutagoes
major € as mutacdes minor. As mutagdes major sao responsaveis por si so pela redugdo
da suscetibilidade aos antirretrovirais, enquanto que as mutagdes minor nao conferem
resisténcia aos farmacos, mas melhoram a capacidade de adaptagdo e de replicacdo do
virus, na presenca do farmaco. Uma mutagao podera ser ao mesmo tempo major ou minor

consoante o farmaco em questdo (Blanco et al., 2015).

Estas mutagdes podem ser adquiridas sob pressdo farmacoldgica ou transmitidas nas
estirpes virais que infetam um individuo num dado momento. As Mutagdes associadas a
Resisténcia Adquiridas (ADRM) resultantes de faléncia terapéutica tém vindo a diminuir
ao longo dos ultimos anos. Este facto tem por base a existéncia de melhores farmacos e
consequentemente melhores regimes terapéuticos, assim como melhores meios de
monitorizagdo e detecdo precoce da faléncia terapéutica. Pelo contrario, as Mutagdes de
Resisténcia Transmitidas (TDRM) tém vindo a aumentar ¢ sao observadas em todos os
paises onde os testes de resisténcia aos antirretrovirais sdo realizados na altura do
diagnostico. No entanto, a sua prevaléncia varia ao longo do tempo e de pais para pais
(Giinthard et al., 2019). A taxa de resisténcia transmitida (TDR) ¢ muito preocupante
atualmente, com énfase nos paises em vias de desenvolvimento, onde se prevé que a TDR
venha a aumentar e represente um problema major, uma vez que, por falta de recursos,
os testes de resisténcia ndo sdo efetuados antes do inicio dos regimes terapéuticos (De

Pina-Araujo, Guimaraes, Bello, Vicente, & Morgado, 2014; Wittkop et al., 2011).

8. Mutacdes associadas a resisténcia aos antirretrovirais na infecao por VIH-2
De forma a monitorizar a emergéncia de resisténcia aos antirretrovirais foi implementada,
no final dos anos 90, a realizagao de teste de resisténcia aos antirretrovirais. Inicialmente
os testes de resisténcia aos antirretrovirais eram realizados apenas quando os individuos
se encontravam em situagdo de faléncia terapéutica, mas mais tarde passaram também a
ser realizados no momento de escolha do tratamento inicial da infe¢do por VIH. Estes
testes genotipicos permitem determinar o gendtipo do virus, ou seja, permitem sequenciar
0 seu genoma em regioes especificas. Os testes de resisténcia aos antirretrovirais devem
permitir sequenciar as regides do gene pol que codificam para a RT, PR e IN, enzimas

viricas que sdo o alvo terapéutico dos fArmacos atualmente recomendados para o
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tratamento da infecao por VIH (European AIDS Clinical Society, 2019; Guerreiro et al.,
2016; Giinthard et al., 2019).

As principais mutagdes conhecidas e associadas a resisténcia aos NRTI, PI e INSTI
utilizados nos esquemas terapéuticos para tratamento da infe¢ao por VIH-2 encontram-se
descritas na tabela 1. Nesta tabela ¢ também evidenciado o grau de resisténcia que as

mesmas conferem e os farmacos cuja atividade ¢ afetada por estas.

Tabela 1 - Mutagdes associadas a resisténcia de alto grau e grau intermédio aos NRTI, PI e INSTI utilizados
no tratamento da infecdo por VIH-2, (Adaptado de Berzow et al., 2020).

Farmacos Mutagdes associadas a alto grau de | Mutagdes associadas a grau
resisténcia intermédio de resisténcia

ABC K65R 2 das D67N, K70R/N, M184V/I,
QI51M S215A/C/F/LIY
M184V/1+ (L74V ou Y115F)

3TC/FTC M184V/1 K65R

TDF/TAF K65R
QI151M + V1111

AZT Q151M S215A/C/F/LIY

S215A/C/F/LIY + 1 das (N69S/T,
K70R, Y115F, K223R)

LPV V4TA V62A + L99F

154M 1 das I82F, 184V, L9OM
2 das I82F, 184V, L9OM
DRV 150V 1 das 184V, L9OM
154M

184V + L9OM
SQV G48V 184V
L90M
RAL N155H/R E92Q
QI48H/K/R Y143C/G/R
E92Q ou T97A + Y143C/G/R
E92Q + T97A

EVG E92Q/G Y143C
QI48H/K/R
N155H

T9TA +Y143C
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DTG/BIC G140S + QI48H/R E92Q
Q148K Q148H/R
E92Q ou T97A + N155H N155H
T97A+ Y143C
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Capitulo IT — Objetivos

O objetivo primario deste trabalho ¢ descrever a evolugdo da resisténcia transmitida e
adquirida aos antirretrovirais utilizados no tratamento da infecao por VIH-2, entre 1996

e 2019, em Portugal.

Como objetivo secundario, pretende-se identificar as mutagdes associadas a resisténcia

aos antirretrovirais usados no tratamento de individuos infetados por VIH-2.
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Capitulo III — Materiais e Métodos

1. Populacio
A populagdo estudada foi selecionada a partir da base de dados RegaDB VIH-2 (Libin et
al., 2013) existente no Laboratério de Biologia Molecular, do Hospital Egas Moniz
(Centro Hospitalar de Lisboa Ocidental-CHLO). Os dados analisados foram recolhidos
para uma base de dados em Excel e posteriormente analisados pelo software IBM SPSS

Statistics 25.

A populacao analisada é composta por 2083 individuos infetados por VIH-2. Destes, 530
apresentavam um teste de genotipagem para determinar a resisténcia aos antirretrovirais.
A populagdo foi dividida em individuos tratados e ndo-tratados com antirretrovirais, a
data do primeiro teste de resisténcia, através da comparagdo da data de inicio da
terapéutica e da data do primeiro teste de genotipagem. Deste modo, o estudo contempla

228 individuos tratados e 302 ndo-tratados.

A idade utilizada para a caraterizagdo sociodemografica foi calculada a data da realizacao
do teste de resisténcia, uma vez que para muitos individuos se desconhece a data de
diagnostico da infe¢do. Deste modo, na populagdo global a mediana de idade foi calculada
para os 530 individuos com testes de resisténcia e nao para os 2083 individuos que

perfazem a populagao total.

2. Determinacio do grupo de infecio VIH-2
O grupo do VIH-2 responsavel pela infecdo dos individuos da populagdo foi identificado
com recurso a plataforma EU HIV-2 Internet Tool v. 08/2015, ferramenta do HIV-
GRADE e.V. Algorithm e a base de dados RegaDB VIH-2, do Laboratério de Biologia
Molecular, do Hospital de Egas Moniz (CHLO), através da ferramenta RegaDB
subtyping tool.
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3. Descricio da evolu¢do da resisténcia transmitida e adquirida aos
antirretrovirais

A descricao estatistica da evolugdo ao longo do tempo da TDR e ADR aos antirretrovirais

foi realizada com recurso ao software IBM SPSS Statistics 25, através de uma regressao

logistica binaria. Neste ambito descreveu-se também a tendéncia da resisténcia aos NRTI

e PI. Consideram-se varidveis com significancia estatistica aquelas com prendancia <0,05.

4. Analise de mutac¢oes associadas a resisténcia aos antirretrovirais
A identificacdo das mutacdes existentes nas sequéncias disponiveis, para as regioes do
gene da RT, PR e IN foi realizada com recurso ao EU HIV-2 Internet Tool v. 08/2015,
ferramenta do HIV-GRADE e.V. Algorithm.

Antes da identificagdo das mutagdes, procedeu-se a selecdo das mutagdes com impacto
relevante na terapéutica do VIH-2. Assim, foram selecionados artigos relevantes e foi
cruzada a informagao contida nos mesmos. Chegou-se entao a consenso que para os NRTI
as principais mutagoes associadas a resisténcia, a ter em conta seriam: M184V/I, K65R,
QI51M e S215A/C/F/L/Y (Bartolo et al., 2018; Berzow et al., 2020; Charpentier et al.,
2015; Gottlieb et al., 2018; Visseaux et al., 2016). No caso das mutagdes que conferem
resisténcia aos Pl usados na infe¢do por VIH-2 seriam: G48V, V47A, 150V, [54M, LOOM,
I82F e 184V (Berzow et al., 2020; Charpentier et al., 2015; Gottlieb et al., 2018;
Menéndez-Arias & Alvarez, 2014; Visseaux et al., 2016) e no que respeita aos INSTI as
mutagdes associadas a resisténcia a serem selecionadas seriam: N155H/R, Q148K/R,
E92Q/G, T97A, Y143C/G/R e G140S (Berzow et al., 2020; Charpentier et al., 2015;
Gottlieb et al., 2018; Mesplede & Wainberg, 2015).
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Capitulo IV — Resultados

1. Caracterizacio sociodemografica e clinica da populacio estudada
A populacdo global analisada ¢ composta por 2083 individuos, dos quais 1165 (55,9%)
s30 do sexo feminino e 879 (42,2%) sdo do sexo masculino. Existem ainda 39 individuos
para os quais ndo foi possivel identificar o género (1,9%). Quanto a idade dos individuos
VIH-2 positivos, a data do teste de resisténcia (TR) aos antirretrovirais obteve-se uma
mediana igual a 50 anos (devido ao reduzido n da populagdo todos os individuos com esta
informagdo foram incluidos abrangendo-se idades entre 0 e os 86 anos). Relativamente a
via de transmissdo verificou-se que a informagdo disponivel & escassa para esta
populagdo, sendo que apenas se conhece a mesma para 18 individuos dos 2083 que a
constituem. No entanto, a partir destes dados, verificou-se que a principal via de
transmissdo identificada foi a via sexual, principalmente o contacto heterossexual (n=10,
0,5%), seguida de transmissao vertical (n=5, 0,2%) e a transfusao sanguinea (n=3, 0,1%).
As caracteristicas sociodemograficas e clinicas da populagdo estudada podem ser

consultadas na tabela 2.

Tabela 2 - Caracterizacdo sociodemografica e clinica da populagdo estudada.

Individuos nio- Individuos
Populacio global tratados com Teste tratados com Teste
de Resisténcia de Resisténcia
Total, n (%) 2083 (100,0) 302 (14,5) 228 (10,9)
Género, n (%)
Feminino 1165 (55,9) 179 (59.3) 107 (46,9)
Masculino 879 (42,2) 123 (40,7) 121 (53,1)
Desconhecido 39(1,9) 0 0
Idade a data do Teste de
Resisténcia (anos), mediana 50 (0-86)* 51 (0-83) 49 (0-86)
(amplitude)
0-15,n (%) 22 (4,2)* 15 (5,0) 7@3,1)
16-30, n (%) 33 (6,2)* 19 (6,3) 14 (6,1)
31-45,n (%) 139 (26,2)* 77 (25.5) 62 (27,2)
46-60, n (%) 227 (42,8)* 123 (40,7) 104 (45,6)
>61, n (%) 96 (18,1)* 62 (20,5) 34 (14,9)
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Via de Transmissao, n (%)

Heterossexual 10 (0,5) 4(1,2) 4(1,8)
Vertical 5(0,2) 2 (0,7) 1(0,4)
Transfusdo sanguinea 3(0,1) 2(0,7) 0
Desconhecida 2065 (99,1) 294 (97,4) 223 (97.8)
Regido de origem, n (%)
Europa 228 (10,9) 29 (9,6) 37 (16,2)
Portugal 222 (10,7) 29 (9,6) 37 (16,2)
Outros** 6 (0,3) 0 0
Africa 541 (26,0) 114 (37,7) 86 (29,9)
Guiné-Bissau 352 (16,9) 71 (23,5) 53(23,2)
Cabo Verde 107 (5,1) 23 (7,6) 23 (10,1)
Guiné 37 (1,8) 12 (4,0) 4 (1,8)
Angola 23 (1,1) 1(0,3) 3(1,3)
Sao Tomé e Principe 11 (0,5) 3(1,0) 1(0,4)
Mogambique 6 (0,3) 0 1(0,4)
Outros** 5 (0,2) 2(0,7) 1(0,4)
América do Sul (Brasil) 2(0,1) 2 (0,7) 0
Grupo de VIH-2, n (%)
A 530(100,0) 302 (100,0) 228 (100,0)
Contagem células CD4
(células/pL)
427 (190,5-671,0;41-  424,5 (217,5- 186 (93,0-311,0;44-
Mediana (IQR; Amplitude)
2921) 607,8;86-1430) 2300)
Carga viral (log)
<1,60 (<1,60- 2,60 (1,95- 2,37 (<1,60-
Mediana (IQR, Amplitude)
2,30;<1,60-6,42) 3,56;<1,60-5,28) 3,61;<1,60-5,72)

* A mediana de idade foi calculada para 530 individuos com testes de resisténcia ¢ ndo para os 2083
individuos que integram a populacdo global, uma vez que, por ndo se ter acesso a data de diagnostico se

calculou a idade a data do teste de resisténcia.

** Paises com um n inferior a 5 foram agrupados e colocados em Outros. Estdo incluidos em Outros na
populagio global e na Europa: Reino Unido (n=3), Alemanha (n=2) e Hungria (n=1) ¢ em Africa: Gimbia
(n=1), Republica do Niger (n=1), Senegal (n=2) e Republica Democratica do Congo (n=1). Nos individuos
ndo-tratados inclui-se neste grupo em Africa: Republica Democratica do Congo (n=1) e Gambia (n=1) e

nos individuos tratados esta incluido em Africa, o Senegal (n=1).

Dos 2083, 530 individuos apresentavam sequéncias gendmicas de TR sendo que 302

individuos foram classificados como nao-tratados (57,0%), uma vez que nunca tinham
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realizado terapéutica com antirretrovirais e 228 individuos como tratados (43,0%) por ja
se encontrarem a realizar terapéutica com antirretrovirais. Da populagdo global, existem
1553 individuos que ndo foi possivel classificar (74,6%) como ndo-tratado ou tratado, por
ndo possuirem sequéncias genoOmicas relativas ao TR e consequentemente sem

informacao da historia terapéutica.

O grupo dos individuos ndo-tratados ¢ composto por 179 individuos (59,3%) do sexo
feminino e 123 (40,7%) do sexo masculino. A mediana da idade a data do TR ¢ de 51
anos (como ja foi referido, devido ao reduzido n da populagdo todos os individuos com
esta informacgao foram incluidos abrangendo-se idades entre 0 e os 83 anos). Verificou-
se que a principal via de transmissdo ¢ o contacto heterossexual (n=4, 1,2%), seguida da
transfusdo sanguinea (n=2, 0,7%) e da transmissdo vertical (n=2, 0,7%) (tabela 2). No
entanto, a informagado sobre este parametro ¢ escassa existindo 294 (97,4%) individuos

para os quais ndo se conhecem dados.

Em rela¢do aos individuos tratados, este grupo ¢ composto por 107 individuos (46,9%)
do sexo feminino e 121 (53,1%) do sexo masculino. A mediana da idade a data do TR ¢
de 49 anos (mais uma vez, devido ao reduzido n da populagdo todos os individuos com
esta informagdo foram incluidos abrangendo-se idades entre 0 e os 86 anos). A
semelhanca dos individuos nao-tratados e da populagio global também para este grupo a
principal via de transmissdo € o contacto heterossexual (n=4, 1,8%), seguido da
transmissao vertical (n=1, 0,4%) (tabela 2). Nao existem, no entanto, casos identificados
de doentes cuja via de transmissdo tenha sido a transfusdo sanguinea e tal como ja
mencionado anteriormente os dados sdo escassos, uma vez que ndo se tem informagao

sobre a via de transmissao para 223 (97,8%) individuos.

No que diz respeito ao pais de origem, verificou-se que, para a populacdo global, a
maioria dos individuos infetados por VIH-2 era proveniente da Guiné-Bissau (n=352,
16,9%), Portugal (n=222, 10,7%) e Cabo Verde (n=107, 5,1%). Nos individuos nao-
tratados verificou-se que a maioria era também proveniente destes paises (Guiné-Bissau
(n=71, 23,5%), Portugal (n=29, 9,6%) e Cabo Verde (n=23, 7,6%)) assim como para os
individuos tratados (Guiné-Bissau (n=53, 23,2%), Portugal (n=37, 16,2%) e Cabo Verde
(n=23, 10,1%)) (tabela 2). Existem ainda individuos oriundos de outros paises africanos,
sendo Africa a regiio com maior percentagem de casos identificados. Existem também
individuos oriundos da Alemanha, Hungria, Reino Unido e Brasil, perfazendo estes 0,4%

(tabela 2). No entanto, para a populagao global, existem 1312 (63,0%) individuos para
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quais nao existe informacao sobre a regido de origem (grafico 1), o que também se
verifica no grupo dos ndo-tratados para 157 (52,0%) individuos e dos tratados para 105

(46,1%) individuos.

Distribuicdo por regido de origem dos individuos da populacao
global

O Africa

OFEuropa

26,0% W América do Sul

O Desconhecido

0,10%

Grafico 1 - Distribuicdo por regido de origem dos individuos da populagdo global, (Europa: Portugal,
Hungria, Alemanha e Reino Unido; Africa: Guiné-Bissau, Guiné, Angola, Cabo Verde, Gambia,
Mogambique, Reptblica do Niger, Sdo Tomé e Principe, Senegal e Republica Democratica do Congo;
América do Sul: Brasil).

Ao efetuar-se a subtipagem dos virus na populagdo estudada verificou-se que o grupo A
¢ o unico grupo de VIH-2 responsavel pela infecao nesta populacao quer a nivel global,

quer nos individuos ndo-tratados e tratados (tabela 2).

Quanto aos valores de carga viral e contagem de células CD4+ foi selecionado o primeiro
valor disponivel para o individuo de forma a uniformizar os dados, uma vez que nem
todos os individuos possuiam sequéncia gendmica do TR, ndo podendo ser selecionados
os valores mais proximos a data deste. Assim obteve-se, para a carga viral na populagdo
global, a mediana <1,60 log, que representa que a maioria dos individuos tém carga viral
indetetavel no momento em que os valores foram obtidos, e para a contagem de células
CD4+ uma mediana igual a 427,0 células/ul. Em relagdo aos individuos ndo-tratados e
tratados, obteve-se uma mediana de carga viral de 2,60 e 2,37 log e para a contagem de

células CD4+ uma mediana de 424,5 e 186 células/pul, respetivamente (tabela 2).
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2. Resisténcia transmitida
Observou-se que nos individuos nao-tratados 4,0% (n=12, IC 95%: 2,1-6,8%) apresentam
resisténcia transmitida aos antirretrovirais (TDR). 3,3% sdo resistentes aos NRTI (n=10,
IC 95%: 1,6-6,0%) e 2,6% dos individuos sdo resistentes aos PI (n=8, IC 95%: 1,2-5,2%).
Observou-se ainda que dos 12 individuos resistentes, 50% apresenta resisténcia a uma
classe de antirretrovirais (n=6, IC 95%: 25-75%) e outros 50% apresenta resisténcia a
duas classes de antirretrovirais (n=6, IC 95%: 25-75%). Nenhum dos individuos

estudados apresenta resisténcia as trés classes dos antirretrovirais (tabela 3).
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Tabela 3 - Proporcao de resisténcia transmitida entre 2007 e 2019 e de resisténcia adquirida entre 1998 e 2019.

2007-2019
n (%) IC 95% 0Odds Ratio (OR) Ptendéncia
Nao- TDR total 12 (4,0%) 2,1-6,8% 1,102 (0,939-1,295) 0,234
tratados
Resisténcia NRTI 10 (3,3%) 1,6-6,0% 1,100 (0,922-1,313) 0,290
Resisténcia PI 8 (2,6%) 1,2-5,2% 1,014 (0,843-1,220) 0,883
Resisténcia uma classe 6 (50,0%) 25,0-75,0% 1,289 (0,970-1,714) 0,080
Resisténcia duas classes 6 (50,0%) 25,0-75,0% 0,984 (0,794-1,220) 0,884
Resisténcia trés classes 0
1998-2006 2007-2019
n (0/0) IC 95% Odds Ratio (OR) Ptendéncia Odds Ratio (OR) Ptendéncia
Tratados ADR total 153 (67,1%) 60,6-73,2% 0,988 (0,819-1,192) 0,900 0,975 (0,893-1,066) 0,581
Resisténcia NRTI 148 (64,9%) 58,3-71,1% 1,008 (0,838-1,213) 0,931 0,973 (0,892-1,062) 0,539
Resisténcia PI 95 (41,7%) 35,2-48,4% 1,076 (0,910-1,271) 0,392 0,998 (0,916-1,087) 0,964
Resisténcia uma classe 63 (41,2%) 33,7-49,1% 0,904 (0,761-1,073) 0,246 0,975 (0,881-1,079) 0,625
Resisténcia duas classes 90 (58,8%) 50,9-66,3% 1,095 (0,925-1,296) 0,294 0,995 (0,913-1,085) 0,908
Resisténcia trés classes 0
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A evolugao ao longo do tempo da TDR, da resisténcia aos NRTI e aos PI foi analisada a
partir dos dados existentes na base de dados portuguesa RegaDB VIH-2, como se pode
observar pela andalise do grafico 2. Para esta analise foram excluidos os anos cujo numero

de individuos analisados era inferior a 5, o que inclui os anos de 1996 a 2006.

Observou-se assim, que todas as varidveis t€m uma evolugdo relativamente constante,
destacando-se um ligeiro aumento da TDR de 4,8% (n=1, IC 95%: 0.9-22.8%) em 2007
para 5,3% (n=1, IC 95%: 0,9-24,6%) em 2019. A resisténcia aos NRTI apresenta
evolucdo paralela a TDR aumentando ligeiramente de 4,8% (n=1, IC 95%: 0.9-22.8%)
em 2007 para 5,3% (n=1, IC 95%: 0,9-24,6%) em 2019 enquanto que a resisténcia aos PI
apresenta um decréscimo de 4,8% (n=1, IC 95%: 0.9-22.8%) em 2007 para 0,0% (n=0,
IC 95%: 0,0-16,8%) em 2019 (grafico 2).

Evolucdo da resisténcia transmitida em individuos infetados por VIH-2 entre 2007
¢ 2019
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Grifico 2 - Evolugdo da resisténcia transmitida (TDR) em individuos infetados por VIH-2 entre 2007 e
2019.

Paralelamente realizou-se uma andlise estatistica para a evolu¢do ao longo do tempo das
variaveis mencionadas acima e também para a resisténcia a uma classe de antirretrovirais
e aresisténcia a duas classes de antirretrovirais. Devido ao facto de o grupo de individuos

ndo-tratados ser composto por 302 individuos, quando fizemos uma analise por ano, o
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numero de individuos mostrou ser inferior a 40 (por cada ano) o que implica que para
analises estatisticas o nimero € muito baixo. No entanto, os resultados foram analisados
e consequentemente, observou-se que nenhuma variavel analisada, no que diz respeito a
evolugdo ao longo do tempo, originou um resultado com significancia estatistica

(ptendéncia<0 .05 ) .

Como resultado desta anélise e segundo os valores do OR observou-se, que a TDR total
apresenta, apesar de pouco evidente, uma tendéncia crescente de 2007 a 2019 (OR:1,102,
IC 95%: 0,939-1,295, ptendencia=0,234). Esta tendéncia crescente foi também observada
para os NRTI (OR:1,100, IC 95%: 0,922-1,313, piendéencia=0,290). A resisténcia aos PI,
segundo os valores de OR apresenta tendéncia também ligeiramente crescente (OR:1,014,
IC 95%: 0,843-1,220, prendencia=0,883). No entanto, entre 2007 e 2019, ao analisarmos o
gréafico 2, em relacdo aos PI, verificamos que tal ndo se verifica, pois observa-se, tal como
j& foi mencionado acima um pequeno decréscimo em relacdo a esta classe de
antirretrovirais. Tal pode ser justificado pelo facto do p tendéncia ndo ter significincia
estatistica devido ao reduzido numero de individuos que compde este grupo (tabela 3,
grafico 2, anexo V) e a andlise estatistica ter um valor relativo uma vez que se baseia em

modelos matematicos que sdo por vezes de dificil ajuste aos dados existentes.

A resisténcia a uma classe de antirretrovirais apresenta também uma tendéncia crescente
(OR:1,289, IC 95%: 0,970-1,714, prendencia=0,080) entre 2007 e 2019 enquanto que a
resisténcia a duas classes apresenta a tendéncia oposta, ou seja, decrescente (OR:0,984,
IC 95%: 0,794-1,220, piendencia=0,884). A resisténcia a trés classes ¢ inexistente neste
grupo de individuos uma vez que ndo se observaram mutacdes de resisténcia aos INSTI
(tabela 3, anexo V). No entanto, tal como ja foi referido e se pode verificar na tabela 3,

nenhuma destas analises demonstrou significancia estatistica.

Quanto as mutagdes identificadas nos individuos nao-tratados, nao foi identificada
nenhuma mutagcdo para os INSTI. No que respeita as restantes classes, nos NRTI
identificou-se como mais prevalente a mutacdo M184V/I (2,3%, n=7), seguida da K65R
(1,3%, n=4) e da Q151M (1,0%, n=3). Quanto aos PI as mutacdes mais prevalentes sdo a
L9OM (1,7%, n=5) e a [54M (1,0%, n=3), seguidas da I82F (0,7%, n=2), da 184V (0,7%,
n=2), da I50V (0,3%, n=1) e da V47A (0,3%, n=1) como se pode observar no grafico 3.
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Grifico 3 - Mutagdes de resisténcia identificadas em individuos nao-tratados (n= 302).

3. Resisténcia adquirida

No grupo dos individuos tratados conclui-se que estes apresentam 67,1% (n=153, IC
95%: 60,6-73,2%) de resisténcia adquirida aos antirretrovirais (ADR). Sao
maioritariamente resistentes aos NRTI com 64,9%, (n=148, IC 95%: 58,3-71,1%) e
41,7% (n=95, IC 95%: 35,2-48,4%) individuos sao resistentes aos PI. Observou-se
também que dos 153 individuos com resisténcia, 41,2% dos individuos sdo resistentes
apenas a uma classe de antirretrovirais (n=63, 1C 95%: 33,7-49,1%) e 58,8% sao
resistentes a duas classes de antirretrovirais (n=90, IC 95%: 50,9-66,3%), ndo existindo
nenhum individuo que tenha apresentado resisténcia as trés classes (tabela 3).

N

A semelhanga do critério usado na analise dos individuos nado-tratados, também neste
grupo de individuos tratados, se excluiram os anos que possuiam menos de 5 individuos
em analise, tendo sido excluidos os anos de 1996 ¢ 1997. Assim, a analise foi realizada
entre 1998 e 2006 por preencherem os critérios selecionados e 2007 e 2019 para

comparag¢do com os dados obtidos nos individuos nao-tratados.

Observou-se que, entre 1998 e 2006 existem diversas oscilagdes nos valores de resisténcia
adquirida, ndo sendo facil afirmar a tendéncia da evolugao da mesma. No entanto, entre
1998 € 2006 a ADR aumenta de 66,7% (n=2, IC 95%:20,8-93,9%) para 80,0% (n=16, IC

95%: 51,4-91,9%) apesar da nao existéncia de individuos resistentes em 2004. A
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resisténcia aos NRTT apresenta evolucdo paralela a ADR, aumentando também de 66,7%
(n=2, IC 95%:20,8-93,9%) em 1998 para 80,0% (n=16, IC 95%: 51,4-91,9%) em 2006 ¢
a resisténcia aos PI apresenta um ligeiro aumento de 33,3% (n=1, IC 95%: 6,2-79,2%)

em 1998 para 55,0% (n=11, IC 95%: 34,2-74,2%) em 2006 (grafico 4). Entre 2007 e 2019

pode observar-se que a ADR mantém a tendéncia crescente, aumentando de 64,7% (n=11,

IC 95%: 41,3-82,7%) em 2007 para 83,3% (n=5, IC 95%: 43,7-97,0%) em 2019. A

resisténcia aos NRTI mantém também o aumento ja verificado no periodo anterior,

aumentando de 64,7% (n=11, IC 95%: 41,3-82,7%) em 2007 para 83,3% (n=5, IC 95%:

43,7-97,0%) em 2019 assim como a resisténcia aos PI que aumenta de 35,3% (n=6, IC

95%: 17,3-58,7%) em 2007 para 50,0% em 2019 (n=3, IC 95%: 18,8-81,2%) (grafico 5).
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Grafico 4 - Evolugédo da resisténcia adquirida (ADR) em individuos infetados por VIH-2 entre 1998 ¢ 2006.
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Evolugdo da resisténcia adquirida (ADR) em individuos infetados por VIH-2 entre
2007 ¢ 2019
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Grafico 5 - Evolugédo da resisténcia adquirida (ADR) em individuos infetados por VIH-2 entre 2007 ¢ 2019.

Tal como no grupo dos individuos nao-tratados realizou-se paralelamente uma analise
estatistica de forma a estudar/analisar a evolugdo ao longo do tempo para as variaveis
mencionadas acima e também para a resisténcia a uma classe de antirretrovirais € a
resisténcia a duas classes de antirretrovirais. Devido ao facto de o grupo de individuos
tratados ser composto por 228 individuos, quando fizemos uma analise por ano, o nlimero
de individuos mostrou ser inferior a 40 (por cada ano) o que implica que para analises
estatisticas o numero ¢ muito baixo. Consequentemente, observou-se que nenhuma
variavel analisada, no que diz respeito a evolucdo ao longo do tempo, originou um

resultado com significancia estatistica.

Observou-se como resultados desta analise e segundo os valores do OR que entre 1998 e
2006 (OR:0,988, IC 95%: 0,819-1,192, prendencia:0,900) e entre 2007 e 2019 (OR:0,975,
IC 95%: 0,893-1,066, prendencia:0,581) a ADR apresenta tendéncia decrescente o que nao
se consegue visualizar facilmente no grafico, uma vez que este apresenta grandes
oscilagdes nos valores, muito devido em parte ao n que tinhamos disponivel para a analise
estatistica ser muito baixo e também pelo facto de nao se obterem valores com
significancia estatistica. A nivel das classes de antirretrovirais constata-se que a

resisténcia aos NRTI entre 1998 e 2006 apresenta uma tendéncia crescente (OR: 1,008,
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IC 95%: 0,838-1,213; Prendencia:0,931) e entre 2007 e 2019 uma tendéncia decrescente
(OR: 0,973, IC 95%: 0,892-1,062, piendéncia:0,539), 0 que também ndo se consegue
visualizar pelos graficos, ndo originando também dados com significancia estatistica. No
caso dos PI entre 1998 e 2006 a tendéncia ¢ crescente (OR:1,076, IC 95%: 0,910-1,271,
Ptendéncia:0,392) e entre 2007 ¢ 2019 a tendéncia € praticamente constante (OR:0,998, IC
95%: 0,916-1,087, Prendencia:0,964) (tabela 3, grafico 4, grafico 5, anexo VI). Tal como
mencionada anteriormente também para este grupo de individuos a informagao recolhida
na analise gréafica e na analise estatistica ¢ dispar. Tal pode ser justificado pelo facto do p
tendéncia sem significancia estatistica devido ao reduzido nimero de individuos que
compde este grupo (tabela 3, grafico 2, anexo V) e a andlise estatistica ter um valor
relativo uma vez que se baseia em modelos matematicos que sao por vezes de dificil

ajuste aos dados existentes.

A resisténcia a uma classe de antirretrovirais apresenta uma tendéncia decrescente entre
1998 € 2006 (OR:0,904, IC 95%: 0,761-1,073, Prendéncia:0,246) que se mantém entre 2007
e 2019 (OR:0,975, IC 95%: 0,881-1,079, prendéncia:0,625), apresentando um p tendéncia
ndo ter significdncia estatistica. A resisténcia a duas classes de antirretrovirais em
simultaneo, apesar de pouco evidente, apresenta uma tendéncia crescente entre 1998 e
2006 (OR:1,095, IC 95%: 0,925-1,296, prendéncia:0,294) e uma tendéncia decrescente entre
2007 e 2019 (OR:0,995, IC 95%: 0,913-1,085, prendéncia:0,908) (tabela 3, anexo VI). A
resisténcia antirretroviral a trés classes em simultdneo ndo se verifica neste grupo de
individuos, uma vez que apenas 2 (0,9%, 95% IC: 0,24-3,14%) apresentam mutagdes
resisténcia aos INSTI e esses ndo possuem mutagdes de resisténcia para as restantes
classes. No entanto, e tal como ja foi referido, nenhuma destas analises deu resultados

com significancia estatistica.

Em relacdo as mutagdes de resisténcia encontradas para os individuos tratados,
observaram-se mutacdes para os NRTI, PI e INSTI. Nos NRTI, a mutacdo com maior
relevancia foi a M184V/I (57,9%, n=132), seguida da Q151M (18,4%, n=42) e da K65R
(15,4%, n=35). Nos PI foram identificadas as mutagdes L9OM (26,3%, n=60), que ¢ a
mais prevalente, seguida da [54M (14%, n=32), da 150V (7,9%, n=18), da V47A (5,7%,
n=13), da I82F (3,5%, n=8), ¢ da 184V (1,8%, n=4). Quanto as mutagdes de resisténcia
nos INSTTI as unicas mutagdes detetadas sao a E92Q (0,9%, n=2) ¢ a N155H (0,9%, n=2)

como se pode verificar no grafico 6.
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Mutagdes de resisténcia identificadas em individuos tratados

E92Q 1 0,9%

NI155H 1 0,9% et
LI90M 26,3%
154M 14,0%
150V 7,.9%
V47A 5,7% PI
I82F 3,5%
184V 1,8%
M184V/I | 57,9%
QI151M | 18,4% NRTI
K65R | 15,4%
0,0% 10,0% 20,0% 30,0% 40,0% 50,0% 60,0% 70,0%

Grifico 6 - Mutacdes de resisténcia identificadas em individuos tratados (n=228).

4. Suscetibilidade farmacologica
Dos 302 individuos nao-tratados, 4,0% (n=12) apresentam muta¢des associadas a
resisténcia. Assim, determinou-se a propor¢do das mutagdes de resisténcia de alto grau e
grau intermédio para os fairmacos utilizados no tratamento da infe¢do por VIH-2 presentes

nestes individuos, que podem ser observadas no grafico 7.
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Fenotipos de resisténcia aos antirretrovirais em individuos nao-tratados
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Grafico 7 - Fenotipos de resisténcia aos antirretrovirais utilizados para o tratamento da infe¢ao por VIH-2

em individuos nao-tratados.

Neste grupo, observou-se que, para os NRTI, a resisténcia de alto grau para o Abacavir
(ABC), a Lamividina (3TC), a Emtricitabina (FTC), o Tenofovir (TDF) e o Tenofovir
alafenamida (TAF) esta presente em 2,3% (n=7) dos individuos estudados, sendo menor
para a Zidovudina (AZT) (1,3%, n=4). 0,3% (n=1) e 1,3% (n=4) dos individuos
apresentam resisténcia de grau intermédio ao ABC e a 3TC/FTC, respetivamente. Nos PI,
o Darunavir (DRV) e o Lopinavir (LPV) sdo os farmacos para os quais maior numero de
individuos apresenta resisténcia de alto grau (2%, n=6) e resisténcia de grau intermédio,
com 2,3% (n=7) e 3,0% (n=9), respetivamente. A resisténcia de alto grau ao Saquinavir
(SQV) esta presente em 1,7% (n=5) dos individuos e 0,7% (n=2) dos individuos

apresentam resisténcia de grau intermédio a este fArmaco (grafico 7).

Dos 228 individuos tratados, 67,1% (n=153) apresentam mutagdes associadas a
resisténcia, tendo sido para estes também estimada a propor¢ao da resisténcia de alto grau
e resisténcia de grau intermédio aos antirretrovirais, que podem ser observadas no grafico

8.
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Grafico 8 - Fendtipos de resisténcia aos antirretrovirais utilizados para o tratamento da infecdo por VIH-2
em individuos tratados.

Nos NRTI sabe-se que para a Lamivudina (3TC) e Emtricitabina (FTC), 57,9% (n=132)
dos individuos apresentam resisténcia de alto grau e 11,6% (n=35) resisténcia de grau
intermédio para estes farmacos. Sabe-se ainda que 37,3% (n=85) dos individuos
apresentam resisténcia de alto grau e 13,2% (n=30) apresentam resisténcia de grau
intermédio ao Abacavir (ABC), enquanto que para a Zidovudina (AZT) a resisténcia de
alto grau esté presente em 19,3% (n=44) dos individuos e a resisténcia de grau intermédio
em 1,0% (n=3) dos individuos. Para o Tenofovir (TDF) e o Tenofovir alafenamida (TAF)
os individuos estudados apresentam apenas resisténcia de alto grau (27,6%, n=105). Nos
PI, o Lopinavir (LPV) ¢ o firmaco para o qual maior percentagem de individuos apresenta
resisténcia de alto grau (30,3%, n=69) e de grau intermédio (32,9%, n=75). Para
Saquinavir (SQV) e o Darunavir (DRV) a resisténcia de alto grau est4 presente em 26,3%
(n=60) dos individuos. Enquanto que 1,8% (n=4) e 28,1% (n=64) dos individuos
apresentam resisténcia de grau intermédio a estes farmacos, respetivamente. Os INSTI
sdo a classe para a qual a percentagem de individuos com resisténcia ¢ mais baixa. Nesta,
a resisténcia de alto grau e grau intermédio ao Raltegravir (RAL) estd presente em 1,3%
(n=3) e em 0,9% (n=2) dos individuos, respetivamente. A resisténcia de alto grau ao
Dolutegravir (DTG) e ao Bictegravir (BIC) est4 presente em 0,4% (n=1) e 1,3% (n=3)

dos individuos apresenta resisténcia de grau intermédio a estes farmacos. Para o
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Elvitegravir (EVGQG) esta presente apenas resisténcia de alto grau em 1,3% (n=3) dos

individuos estudados (grafico 8).
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Capitulo V — Discussao dos resultados

Com este trabalho pretendeu-se descrever a evolucdo da resisténcia transmitida e
adquirida aos antirretrovirais utilizados no tratamento da infe¢do por VIH-2, entre 1996

e 2019 em Portugal.

A populagdo global era constituida por 2083 individuos dos quais 1165 (55,9%) eram do
sexo feminino e 879 (42,2%) eram do sexo masculino, o que se encontra de acordo com
os dados oficiais de Portugal relativos ao ano de 2018, que afirmam que o diagnoéstico da
infegcdo por VIH-2 ocorre principalmente em mulheres (51,8%) (Direcao-Geral da Satde
& Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge, 2019). Um estudo realizado em
Franga apresentou dados semelhantes ao nosso, uma vez que 60% de individuos incluidos
nestes estudo eram do sexo feminino (Charpentier et al., 2013). No entanto, um estudo
realizado num cohort belga e luxemburgués incluia apenas 48,5% de individuos do sexo

feminino (Ruelle et al., 2008).

A mediana de idade obtida a data do teste de resisténcia aos antirretrovirais foi de 51 anos
para os individuos ndo-tratados e 49 anos para os individuos tratados. O estudo de Ruelle
et al., (2008) obteve uma mediana de 42 anos para os individuos infetados com VIH-2,
mas neste foi considerado como comparacao o ano em que o estudo foi realizado (2006),
e no estudo de Charpentier et al., (2013), a idade foi calculada tendo em conta a data de
diagnostico tendo sido obtida uma mediana de 42 anos o que parece plausivel, uma vez
que o diagnostico desta infecao ocorre normalmente anos antes da realizacao do teste de
resisténcia aos antirretrovirais para inicio da terapéutica. Quanto a idade, observou-se
ainda que o grupo etario que apresenta maior nimero de individuos com a infe¢do por
VIH-2 foi o de 46 a 60 anos, o que esta de acordo com os dados portugueses que indicam
que a maioria das pessoas diagnosticadas com infe¢do por VIH-2 apresenta 50 ou mais
anos de idade (69%) (Dire¢ao-Geral da Satde & Instituto Nacional de Saude Doutor
Ricardo Jorge, 2019).

No que diz respeito ao pais de origem, a maioria dos individuos eram originarios da
Guiné-Bissau (16,9%) contabilizando a populagdo global de 2083 individuos.
Contabilizando apenas os individuos para os quais se conhece a nacionalidade 45,6%
(352/771) sdo originarios também deste pais, o que ¢ suportado pelos dados do Relatério

Infecdo de VIH e SIDA em Portugal de 2019, que aponta que 70,8% das pessoas
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diagnosticadas com infe¢do por VIH-2 em Portugal, sdo originarias deste pais da Africa
Ocidental (Dire¢ao-Geral da Satde & Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge,
2019). No global da populacdo observou-se ainda que a maioria dos individuos (25,5%)
eram originarios da regido da Africa Ocidental & semelhanca dos resultados obtidos em
dois estudos realizados em Franga e na Bélgica e Luxemburgo (Charpentier et al., 2013;
Ruelle et al., 2008). No entanto, a populacdo incluiu também individuos originarios de
paises Europeus (Portugal, Reino Unido, Alemanha e Hungria), Sul Americanos (Brasil)

e da Africa Central (Reptblica Democratica do Congo).

Em relagdo ao grupo de VIH-2 responsavel pela infecdo na populagio em estudo,
observou-se que todos os individuos com sequéncia genomica relativa ao teste de
resisténcia (530) apresentavam infecao pelo grupo A do VIH-2, a semelhanca do que foi
observado por De Pina-Araujo et al, (2014) num estudo realizado em Cabo Verde. Em
contrapartida tanto num estudo realizado em Franga, como num realizado na Bélgica e
Luxemburgo e outro no Gana foram identificados individuos infetados por VIH-2 do
grupo A e B (Abana et al., 2019; Charpentier et al., 2013; Ruelle et al., 2008), o que esta
de acordo com a prevaléncia dos 2 grupos VIH-2 (A e B) em diferentes paises da Africa
Ocidental, e que mantém relagdes mais estreitas, legado do colonialismo, com os paises

em questao, como apontado no trabalho de Faria et al., (2018).

No que respeita a contagem de células CD4+ e carga viral, foi utilizado o primeiro valor
disponivel para todos os individuos. Quanto a contagem de células CD4+ obteve-se uma
mediana de 424,5 células/pl (86-1430) nos individuos ndo-tratados e 186 células/pl (44-
2300) nos individuos tratados. Dados semelhantes foram obtidos num estudo realizado
na Bélgica e Luxemburgo, observando-se uma mediana de contagem de células CD4+ de
427 células/pl para individuos nao-tratados e para individuos tratados de 226 células/pl
(Ruelle et al., 2008). Observou-se que a mediana da contagem de células CD4+ nos
individuos tratados era inferior a determinada nos individuos nao-tratados, o que pode ser
justificado pelo facto destes a data do teste selecionado se encontrarem em faléncia
terap€utica ou pela recuperacdo mais lenta de células CD4+ que os individuos infetados
por VIH-2 apresentam. De acordo com estudos realizados num cohort Europeu e noutro
da Costa do Marfim, concluiu-se que, em comparacdo com a infecdo por VIH-1, a
recuperacdo de células CD4+ apds inicio do tratamento era mais lenta na infecdo por
VIH-2 (Minchella et al., 2020; Wittkop et al., 2017). Num estudo realizado no Senegal,

0s autores observaram que enquanto 76,7% dos participantes a efetuar TARc
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conseguiram suprimir a carga viral durante o tempo do estudo, a mediana de recuperagao
de células CD4+ foi de 84 células/ul nos primeiros dois anos de follow-up (Raugi et al.,
2020). A mediana da carga viral determinada foi de 2,60 log (<1,60-5,28) nos individuos
nao-tratados e 2,37 log (<1,60-5,72) nos individuos tratados. No entanto, a carga viral em
individuos sob tratamento deve ser indetetavel, podendo afirmar-se que os individuos
tratados se encontravam em faléncia terapéutica. No trabalho de Ruelle et al., (2008) que
incluiu 65 individuos, dos quais 20 eram individuos sob tratamento e no qual a carga viral
foi quantificada apenas para estes individuos, foi obtida uma mediana entre 3,36 log e
4,21 log. Num estudo realizado no Gana, a carga viral foi quantificada para 6 individuos,
sem diferenciagdo entre tratados e nao-tratados, tendo sido obtidos valores entre <2,35

log e 5,02 log (Abana et al., 2019).

A prevaléncia da TDR e ADR e a evolucdo ao longo do tempo, foram determinadas com
base nos 530 individuos que possuiam sequéncia gendémica associada ao teste de
resisténcia aos antirretrovirais. Apesar da populagdo global incluir 2083 individuos,
apenas 25,4% (n=530) apresentavam sequéncia gendmica o que tem que ver com o facto
dos individuos VIH-2 positivos apresentarem durante anos carga viral indetetavel e
cargas virais inicialmente baixas, quando detetaveis. Esta particularidade condiciona
também o inicio do tratamento dos mesmos ndo se aplicando o principio do tratamento
para todos, o qual se verifica para o VIH-1, existindo critérios especificos para o inicio
do tratamento nas guidelines portuguesas, j& mencionados anteriormente (Guerreiro et

al., 2016; Nicolas et al., 2015).

Observou-se uma prevaléncia global de TDR de 4,0% (IC 95%:2,1-6,8%), que esta
proxima, embora abaixo dos 5,0% determinados num cohort francés (Charpentier et al.,
2013). A ADR global apresentou uma prevaléncia de 67,1% (IC 95%:60,6-73,2%), ndao
podendo este valor ser comparado com a bibliografia pois uma vez que seja do meu
conhecimento, nenhum estudo publicado abordou ainda este pardmetro. Num estudo
realizado em Portugal, para a infecdo por VIH-1 entre 2001 e 2017, a TDR global
apresentou uma prevaléncia de 9,4% e a ADR global de 69,0% (Pingarilho et al., 2020,
em publicagdo). A ADR global tende a ser semelhante para o VIH-1 e o VIH-2. No que
respeita a TDR pode-se esperar que, no caso do VIH-2, esta seja inferior uma vez que as

virémias sdo baixas com consequente transmissao, também mais baixa, da infe¢do.

Quanto a evolucdo da resisténcia ao longo do tempo, observou-se que, no grupo de

individuos ndo-tratados, a TDR e a resisténcia aos NRTI apresentaram um ligeiro
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aumento entre 2007 (4,8%) e 2019 (5,3%), enquanto a resisténcia aos PI apresentou um
decréscimo entre 2007 (4,8%) e 2019 (0,0%). Nos individuos tratados, e também no
periodo de 2007 a 2019, observou-se que a ADR e a resisténcia aos NRTI apresentaram
um aumento, atingindo uma prevaléncia de 83,3% em 2019, assim como a resisténcia aos
PI que atingiu uma prevaléncia de 50% neste mesmo ano. No que respeita a analise
estatistica dos mesmos resultados, verificou-se que devido ao reduzido numero de
individuos estudados com teste de resisténcia, nenhuma variavel resultou num valor com
significancia estatistica. Globalmente nos individuos nao-tratados observou-se, segundo
os valores de OR, que entre 2007 ¢ 2019 a TDR apresentava uma tendéncia crescente ao
longo do tempo (prendencia:0,234), 0 que se verifica também para 0s NRTI (prendéncia:0,290)
e PI (ptendéncia:0,883), estando estes dados de acordo com a anélise grafica para a evolugdo
da TDR e resisténcia aos NRTI, mas nao para a resisténcia aos PI. E de salientar, mais
uma vez, que esta discrepancia se deve certamente ao reduzido nimero de individuos
utilizados para a analise estatistica. Nos individuos tratados, segundo os valores de OR, a
ADR apresentava uma tendéncia decrescente entre 2007 € 2019 (prendéncia:0,581), assim
como a resisténcia aos NRTI (prendencia:0,539). A resisténcia aos PI apresentou uma
tendéncia quase constante entre 2007 € 2019 (piendéncia:0,964). Novamente o niumero de

individuos utilizados para fazer a analise estatistica foi muito reduzido.

Observando as duas anélises (a andlise grafica e a estatistica) em paralelo para ambos os
grupos de individuos e no periodo de 2007 a 2019, pode formular-se a hipotese de que
apesar das discrepancias associadas aos resultados estes podem ser analisados
individualmente. Nos individuos nao-tratados e para a TDR e resisténcia aos NRTI, pode
percecionar-se que, apesar de em 2008, 2010, 2012 e 2018 ndo existirem quaisquer casos
de resisténcia, entre 2009 e 2015 existe um aumento sucessivo da resisténcia. Para a TDR
apesar do decréscimo observado em 2016 existe ainda um aumento em 2017.
Formulando-se assim que a tendéncia geral tende a ser crescente como determinado na
analise estatistica. Para a resisténcia aos PI observa-se que entre 2008 e 2014 existe um
aumento e que entre 2014 e 2019 existe um decréscimo, podendo a aumento ser um pouco
mais significativo que o decréscimo e dai resultar o valor de OR que aponta para uma
tendéncia ligeiramente crescente. Nos individuos tratados a representacao grafica ¢ mais
irregular e dificil de avaliar, mas permite formular que a ADR e resisténcia aos NRTI tém
uma evolugdo tendencialmente constante o que se aproxima da andlise estatistica que

apesar de expressar uma tendéncia decrescente apresenta valores de OR proximos de 1.
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No que respeita a resisténcia aos PI € possivel afirmar que, apesar dos picos observados
em 2012, 2014 e 2015, os restantes valores de resisténcia permitem percecionar uma
tendéncia constante o que se encontra de acordo com valor de OR determinado para esta
variavel. Atualmente, que seja do meu conhecimento, nao existem ainda estudos
publicados cujo objetivo tenha sido analisar a evolucdo da resisténcia adquirida e
transmitida na infe¢do por VIH-2, pelo que os dados obtidos no nosso estudo ndo possuem
comparag¢do podendo, no entanto, fazer-se um paralelismo com a infe¢ao por VIH-1. No
estudo portugués de Pingarilho et al., (2020, em publicagdo), e referente a infecao por
VIH-1, os autores concluiram que entre 2003 ¢ 2017, a TDR aumentou enquanto que a
ADR diminuiu. O aumento na TDR deve-se, segundo este estudo, ao aumento da

resisténcia aos NNRTI e NRTI.

Relativamente as mutagdes associadas a resisténcia aos antirretrovirais, foram
identificadas muta¢des para os NRTI, PI e INSTI. Nos NRTI, identificaram-se as
mutagoes M184V/I, K65R ¢ Q151M. Nos individuos nao-tratados a mutagao M184V/I
foi aquela com maior prevaléncia, estando presente em 2,3% dos individuos, assim como
nos individuos tratados estando presente em 57,9% dos individuos. A mutacdo K65R teve
uma prevaléncia de 1,3% nos individuos nao-tratados e 15,4% nos tratados e a mutagao
QI151M uma prevaléncia de 1,0% nos individuos nao-tratados e 18,4% nos tratados. Estas
mutagdes foram também identificadas num estudo realizado na Bélgica e Luxemburgo,
estando a M 184V presente em 40%, a K65R em 15% e a Q151M em 20% dos individuos
tratados. Em contrapartida, num estudo realizado no Gana nenhuma mutacao foi detetada
em individuos ndo tratados, mas dos individuos sob tratamento 40% apresentaram as
mutagoes M184, K65R e Y115F (Abana et al., 2019; Ruelle et al., 2008). Observando-se
assim que os valores sdo semelhantes, apesar de mais baixos, que aqueles obtidos no neste
estudo. Nos PI foram identificadas as muta¢des L9OM, 154M, I82F, 184V, I50V e V47A,
sendo a L90M a mais prevalente. A mutacdo L90M estava presente em 1,7% dos
individuos ndo-tratados e nos tratados 26,3% dos individuos apresentaram esta mutagao.
Um estudo realizado num cohort francés identificou também, em individuos ndo-tratados,
a mutacdo V47A em 3,1% dos individuos e a I82F em 1,5% dos individuos (Charpentier
et al., 2013). Segundo os dados deste estudo, a mutacado V47A estava presente em 0,3%
e a I82F em 0,7% dos individuos ndo tratados, observando-se que a prevaléncia ¢ mais
baixa do que a identificada no estudo de Charpentier et al., (2013). Neste estudo para os

INSTI foram identificadas as mutagdes E92Q e N155H, estando ambas presentes em
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0,9% dos individuos tratados. Em individuos nao-tratados nenhuma mutagao associada a

resisténcia aos INSTI foi identificada.

Quanto a suscetibilidade farmacologica, observou-se que os individuos nao-tratados
apresentam maior resisténcia no que respeita aos NRTI, a 3TC/FTC apresentando 2,3%
resisténcia de alto grau e 1,3% resisténcia de grau intermédio. Em relagdo aos PI, estes
individuos apresentam maior percentagem de resisténcia ao LPV (2,0% resisténcia de alto
grau e 3,0% resisténcia de grau intermédio). Quanto aos individuos tratados observou-se
que os farmacos para os quais os individuos apresentam maior percentagem de resisténcia
sdo a 3TC/FTC nos NRTI (57,9% resisténcia de alto grau e 11,6% resisténcia de grau
intermédio), o LPV nos PI (30,3% resisténcia de alto grau e 32,9% resisténcia de grau
intermédio) e o RAL nos INSTI (1,3% resisténcia de alto grau e 0,9% resisténcia de grau
intermédio). Por ndo existirem estudos com este tipo de informagdao sobre o VIH-2
publicados comparou-se os dados obtidos com estudos para o VIH-1. Num estudo
realizado em Portugal, num cohort de 5177 individuos migrantes infetados por VIH-1, os
farmacos para os quais os individuos apresentam maior percentagem de resisténcia sdo,
nos NRTIL, a 3TC e a FTC (Pimentel et al., 2020). Segundo Liu et al., (2020), estudo
realizado na China, os individuos incluidos, VIH-1 positivos, sdo maioritariamente
resistentes, nos NRTI, a 3TC e FTC ¢, nos PI, ao SQV. Estes dados sdo concordantes com
os obtidos neste trabalho para a classe dos NRTI, mas ndo para a classe dos PI. Tal pode
dever-se ao facto de os individuos incluidos neste estudo terem iniciado e realizado
tratamento quando o LPV era a opcao de primeira linha. Num estudo publicado em 2020
e baseado em dados obtidos numa simulagdo computacional, para a infe¢ao por VIH-1,
os autores concluiram que a resisténcia aos INSTI ndo variava muito entre os farmacos
desta classe, como também se observou neste trabalho. A percentagem de resisténcia ao

RAL erade 0,41% e ao EVG e DTG de 0,44% (Northrop & Pomeroy, 2020).

1. Limitacoes do estudo
A caracterizagdo da populacdo infetada por VIH-2 apresenta como limitagdo o
incompleto preenchimento de dados na base de dados RegaDB VIH-2, uma vez que esta
¢ preenchida por profissionais de saude de diferentes servicos hospitalares. Tal
preenchimento nem sempre ¢ adequado ou cuidado, o que leva a que muita informacao
do doente ndo seja preenchida, principalmente no caso de doentes que nao sao seguidos

no HEM, CHLO. Os dados que apresentam maior irregularidade sdo a data de diagndstico
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da infecdo, o pais de origem, a via de transmissdo e a existéncia ou nao de coinfec¢ao

com VIH-1.

A determinacdo do grupo de infecao, a identificagdo de mutagdes associadas a resisténcia
aos antirretrovirais, a descricdo da evolugdo das mutagdes e a suscetibilidade
farmacolodgica sdo afetadas pela mesma limitagdo. Estas andlises so sdo possiveis através
da existéncia da sequéncia gendmica do virus e apresentam como limitagao o facto de o
teste de resisténcia aos antirretrovirais sO ser efetuado aquando da iniciacdo da
terapéutica. Esta particularidade do VIH-2, ao qual ndo se aplica o tratamento para todos
e por isso ndo existe sequenciagdo a data de diagnostico, ndo permite uma caracterizagao
de toda a populagdo infetada, sendo o panorama geral do pais extrapolado a partir de um
reduzido numero de infetados que ndo permite a realizagcdo de andlises com significancia

estatistica.

2. Perspetivas futuras
Com base nos resultados obtidos e nas limitagoes estabelecidas acima deve incentivar-se
a utiliza¢do da base de dados RegaDB VIH-2 de forma a compilar informagado sobre esta
infecdo, incentivando também o correto e mais completo preenchimento desta. O mesmo
se aplica a outras bases de dados utilizadas, uma vez que o RegaDB nao tem uso
transversal em todo o territorio portugués. Serd também importante a reavaliacdo dos
critérios de genotipagem para o VIH-2 de forma a que estudos futuros possam incluir um

maior numero de casos existentes.

Estudos desta natureza sdo atuais e pertinentes devendo ser realizados porque apesar de
menos virulento, o VIH-2, tal como o VIH-1, evolui eventualmente para SIDA. No
entanto, estes devem abordar uma maior percentagem da populagado infetada por VIH-2,
seguida em Portugal, de forma a ser possivel a execucdo de analises mais fidedignas e

informativas sobre o estado real desta infegao no nosso pais.
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Capitulo VI — Conclusio

Neste estudo observou-se que a ADR global tem uma prevaléncia de 67,1% e a TDR
global de 4,0%, o que ¢ de esperar uma vez que as mutagdes associadas a resisténcia aos
antirretrovirais surgem devido a pressao farmacoldgica. A TDR aumentou, devido ao
sucessivo aumento entre 2009 e 2014, aumento este que se deve principalmente a
tendéncia de aumento da resisténcia aos NRTI. A ADR aumentou também, entre 2007 e
2019, principalmente devido ao aumento da resisténcia aos NRTI, mas também da

resisténcia aos PI.

Apesar dos resultados obtidos, sdo necessarios mais estudos de forma a complementar os
dados aqui expostos e ultrapassar as dificuldades encontradas. Estudos futuros deverdo
incluir uma maior por¢do da populacdo infetada e procurar obter, junto de clinicos e

individuos VIH-2 positivos, uma melhor caracteriza¢do da populagdo que abrangem.
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Anexo II — Formulagdes de Inibidores Nucledsidos/Nucleotidos da Transcriptase Reversa existentes em
Portugal, (Fonte: Infomed, consultado a 29/08/2019).

Nome do medicamento Genérico

Abacavir + Lamivudina Aurovitas 600mg + 300mg
Abacavir + Lamivudina Aurovitas 600mg + 300mg
Abacavir + Lamivudina Mylan

Abacavir + Lamivudina Mylan Pharma 600mg +
Lamivudina + Abacavir 300mg

Abacavir + Lamivudina Sandoz 600mg + 300mg

Abacavir + Lamivudina Teva 600mg + 300mg

Abacavir + Lamivudina Zentiva 600mg + 300mg Sim

Kivexa (Abacavir + Lamivudina) 600mg + 300mg Néo

Trizivir (Abacavir + Lamivudina + Zidovudina) 300

mg + 150 mg + 300 mg Nao

Epivir 150mg, 300mg ¢ 10mg/ml (solugéo oral)

Lamivudina Aurobindo 150mg e 300mg

Lamivudina Aurovitas 150mg e 300mg

Lamivudina Farmoz 100mg, 150mg ¢ 300mg

Lamivudina Mylan 150mg e 300mg

Lamivudina Lamivudina Normon 150mg e 300mg

Lamivudina Teva 100mg Sim

Lamivudina Teva Pharma B.V. 150mg ¢ 300mg

Zeffix 100mg e Smg/ml

Dovato (Lamivudina + Dolutegravir) 300mg + 50mg

Nao
Abacavir Farmoz 300mg
Abacavir Mylan 300mg Sim
Abacavir Abacavir Sandoz 300mg
Ziagen 300mg e 20mg/ml (solugdo oral) Nao
Emtricitabina Emtriva 200mg e 10mg/ml (solucéo oral) Nao

Emtricitabina + Tenofovir Accord 200mg + 245mg

Emtricitabina + Tenofovir Krka 200mg + 245mg
Emtricitabina + Tenofovir disoproxil disoproxil Krka
d.d. 200mg + 245mg

Emtricitabina + Tenofovir disoproxil Mylan 200mg +
245mg

Emtricitabina + Tenofovir Farmoz 200mg + 245mg

Emtricitabina + Tenofovir Sandoz 200mg + 245mg

Emtricitabina + Tenofovir Teva 200mg + 245mg

Emtricitabina + Tenofovir Zentiva 200mg + 245mg




Emtricitabina +

Tenofovir/Tenofovir

alafenamida

Emtricitabina + Tenofovir disoproxil Zentiva 200mg

+245mg

Sim

Truvada (Emtricitabina + Tenofovir) 200mg + 245mg

Descovy (Emtricitabina + Tenofovir alafenamida)
200mg + 10mg e 200mg + 25mg

Biktarvy (Bictegravir + Emtricitabina + Tenofovir
alafenamida) 50mg + 200mg + 25mg

Symtuza (Darunavir + Cobicistato + Emtricitabina +
Tenofovir alafenamida) 800mg + 150mg + 200mg +
10mg

Stribid (Elvitegravir + Cobicistato + Emtricitabina +

Tenofovir) 150mg + 150mg + 200mg + 245mg

Genvoya (Elvitegravir + Cobicistato + Emtricitabina
+ Tenofovir alafenamida) 150mg + 150mg + 200mg
+ 10mg

Tenofovir

alafenamida

(&

Tenofovir

Tenofovir Accord 245mg

Tenofovir Aurobindo 123mg. 163mg, 204mg e
245mg

Tenofovir Aurovitas 245mg

Tenofovir CTTQ 245mg

Tenofovir disoproxil Mylan 245mg

Tenofovir disoproxil Zentiva 245mg

Tenofovir Farmoz 245mg

Tenofovir Sandoz 245mg

Tenofovir Teva 245mg

Sim

Viread 123mg, 163mg, 204mg, 245mg e 30mg/g
(granulado)

Vemlidy (Tenofovir alafenamida) 25mg

Nao




Anexo III - Formulagdes de Inibidores da Protease existentes em Portugal, (Fonte: Infomed, consultado a
13/06/2019).

Nome do medicamento Genérico

Darunavir Accord 400, 600 ¢ 800mg

Darunavir Krka 400, 600 e 800mg

Darunavir Krka d.d. 400, 600 e 800mg

Darunavir Mylan 75, 150, 300, 400, 600 e 800mg
Darunavir Sandoz 75, 150, 300, 400, 600 e 800mg
Darunavir Teva 600 e 800mg Sim
Darunavir Darunavir Zentiva 75, 150, 300, 400, 600 e 800mg

Prezista 75, 150, 300, 400, 600 ¢ 800mg

Prezista 100mg/ml (Suspenséo oral)

Rezolsta (Darunavir + Cobcistato) 800mg + 150mg

Symtuza (Darunavir + Cobcistato + Emtricitabina + Nao
Tenofovir alafenamida) 800mg + 150mg + 200mg +
10mg

Lopinavir + Ritonavir Mylan 100mg + 25mg e 200mg Sim
+50mg

Lopinavir + Ritonavir Farmoz 200mg + 50mg

Lopinavir Kaletra (Lopinavir + Ritonavir) 100mg + 25mg e
200mg + 50mg Nao

Kaletra (Lopinavir + Ritonavir) 80mg/ml + 20mg/ml

(Solugao oral)

Saquinavir Invirase 200mg ¢ 500mg Nio




Anexo IV — Formulagdes de Inibidores de Transferéncia de cadeia da Integrase existentes em Portugal,
(Fonte: Infomed, consultado a 28/08/2019).

Nome do medicamento Genérico

Isentress (comprimido para mastigar) 25mg, 100mg

Isentress (comprimido revestido por pelicula)

Raltegravir 400mg, 600mg

Isentress (granulado para suspensao oral) 100mg Nao
Stribild (Elvitegravir + Cobicistate + Emtricitabina +

Tenofovir) 150mg + 150mg + 200mg + 245mg

Elvitegravir Genvoya (Elvitegravir + Cobicistate + Emtricitabina
+ Tenofovir alafenamida) 150mg + 150mg + 200mg Nao
+ 10mg

Tivicay 10mg, 25mg ¢ 50mg

Triumeq (Dolutegravir + Abacavir + Lamivudina)

Dolutegravir 50mg + 600mg + 300mg

Dovato (Dolutegravir + Lamivudina) 50mg + 300mg Nio

Juluca (Dolutegravir + Rilpivirina) 50mg + 25mg

Biktarvy (Bictegravir + Emtricitabina + Tenofovir

Bictegravir alafenamida) 50mg + 200mg + 25mg Nao




Anexo V — Numero de individuos totais e resistentes entre 2007 ¢ 2019 no grupo dos individuos nao-

tratados.

Ano Numero total | Nimero de | Nimero de | Nimero de | Numero de | Numero de

analisado de individuos individuos individuos individuos individuos
individuos resistentes resistentes resistentes resistentes a | resistentes a

aos NRTI aos PI uma classe duas classes

2007 21 1 1 1 0 1

2008 22 0 0 0 0 0

2009 35 1 1 1 0 1

2010 38 0 0 0 0 0

2011 26 1 0 1 1 0

2012 9 0 0 0 0 0

2013 16 1 1 1 0 1

2014 10 1 1 1 0 1

2015 18 2 2 1 1 1

2016 29 1 1 1 0 1

2017 27 2 1 1 2 0

2018 14 0 0 0 0 0

2019 19 1 1 0 1 0




Anexo VI — Numero de individuos totais e resistentes entre 1998 ¢ 2019 no grupo dos individuos tratados.

Ano Numero total | Nimero de | Nimero de | Nimero de | Nimero de | Numero de

analisado de individuos individuos individuos individuos individuos
individuos resistentes resistentes resistentes resistentes a | resistentes a

aos NRTI aos PI uma classe duas classes

1998 3 2 2 1 1 1

1999 16 12 12 4 8 4

2000 8 7 6 5 3 4

2001 6 5 5 3 2 3

2002 6 3 3 2 1 2

2003 6 6 6 1 5 1

2004 1 0 0 0 0 0

2005 3 1 1 0 1 0

2006 20 16 16 11 5 11

2007 17 11 11 6 5 6

2008 24 16 16 12 4 12

2009 17 13 12 8 6 7

2010 13 8 8 4 4 4

2011 8 5 4 2 4 1

2012 9 6 6 6 0 6

2013 12 5 5 3 2 5

2014 15 10 9 9 2 8

2015 9 8 7 7 2 6

2016 12 6 6 4 2 4

2017 6 4 4 2 2 2

2018 9 4 4 2 2 2

2019 6 5 5 3 2 3







